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Uber die Globuline einiger Cucurbitaceensamen. 


Von 


Ryozo Hirohata. 


(Aus dem Med.-Chem. Laboratorium der Med. Schule in Taihoku, Japan.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31. Juli 1932.) 


Sowohl in China wie auf Formosa sind in gesiittigter Kochsalz- 
lésung gekochte und danach wiedergetrocknete Wassermelonensamen 
als Zukost sehr geschitzt. Die dort als nahrhaft anerkannten Samen 
erhilt man nie von der gewéhnlichen siiben Wassermelone, sondern 
von einer ganz primitiven Abart der Citrullus vulgaris Schrad. 
DaB Kiirbissamen ein krystallisierbares Globulin enthalten, ist be- 
kannt; D. B. Jones und C. KE. Gersdorff?) haben iiber den Kiweib- 
kérper der Kiirbis- und ,,Cantaloupesamen“ berichtet. Ks erschien 
mir interessant zu untersuchen, ob die Samen der anderen Species 
der Cucurbitaceen ein iihnliches Globulin haben, und wenn das 
der Fall ist, ob irgendein Unterschied zwischen den Samenglobulinen 
der verschiedenen Species und Variationen besteht. Weiterhin sollte 
ihr Nihrwert und ihr Gehalt an Aminosiiuren nach totaler Hydrolyse 
festgestellt werden. Dazu sammelte ich 38 Variationen der8 folgenden 
Genera der Cucurbitaceen: Cucurbita moschata Duch. var. melonae- 
formis Makino, Cucurbita moschata Duch. var. Toonas Makino, 
Trichosanthes cucumeroides Maxim., Lagenaria vulgaris Ser., Lage- 
naria vulgaris var. Goulda Ser., Lagenaria vulgaris var. clavata 
Ser., Benincasa cerifera Savi, Cucumis sativus L., Cucumis melo 
var. conomon f. albus, Cucumis melo var. conomon f. variegatus 
Makino, Citrullus vulgaris Schrad. einschlieBlich ,,[eecream“, 
»Kleckleys Sweet“, ,,Chilian“, ,.Mountain Sweet“ und die primitive 
Variation, Luffa Cylindrica Roem, und Momordica Charantia L., 
in Japan, Formosa und China. Mit einer einzigen Ausnahme bei 
Momordica gelang die Isolierung von leicht krystallisierbaren, ein- 
ander ahnlichen Globulinen aus den verschiedenen Samen. Mit 
Hilfe der Pricipitinmethode konnten Unterschiede zwischen den 


) J. of biol. Chem. 56, 79 (1928). 
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einzelnen Globulinen festgestellt werden. Der Nihrwert des Ci- 
trullus-Globulins war so hoch, daB man damit Ratten fast zu normalem 
Wachstum bringen konnte, 


Versuchsteil. 


Von den verschiedenen Samen wurden Analysen in der iiblichen 
Weise ausgefiihrt. Die Ergebnisse sind in lab. I zusammengestellt. 


Tabelle I. 





























e [38 3] In 100 Teilen fester 
3 |4¢ pic Substanz 
1 . 5 bp = peicditeamacaeeen : 
Genus apace und >. ia a 3 2 . aldiog 
Variation So ISs/SZ518 Blas! 3 Ss 
“le 12 3 (Sela \ez 
0 0 < | ce S|" i 
ome as lo lo _— po a oa | @ 
Citrullus. . . | C. ne Schrad. | | | | 
(gewohnliche)* | 0,103 | 55,9] 6,4 [4,8 51,4'34,0,2,1) 7,7 
9 C. vulg. Schrad. | Ar ard 
(primitive, roh) | 0,180] 45,2] 4,2 [3,3 53,6 40,1 1,5) 1,5 
" C. vulg. Schrad. | | | 
(primitive, gekocht) | 0,192 | 41,2] 8,9 [5,2 54, 99) 85,7 pe, 1,8 
Benincasa . . B. cerifera Savi | 0,038} 48,1] 6,5 “ 47,0 31,0 | 2,9} 13,2 
Cucumis. . . | C. melo conom. f. | | | 
alb. Makino _‘| 0,018] 64,7] 6,8 | 4,6 50,0 37,81,5) 6,1 
Cucurbita . . | C. moschata D. v. | | 
melonaef. Makino | 0,103 | 66,0 7,0 | 5,3 48,5 35,0 2,7; 8,5 
ss C. moschata D. v. | | | 
Toonas Makino | 0,120] 79,1] 5,8 |4,8 48 3, 40,0 2,0 4,9 
Lagenaria . . | L.vulg.v.Goulda Ser.| 0,089 | 24,7 | 6,2 | 4,6 45 6 38,1 2,4) 9,3 
- 7 L. vulg. Ser. | 0,124. | 32,7] 6,7 5 50 2 36,7 2,0 6,0 ‘ 
Luffa.. . . . | L. cylindr. Room. | 0,105 | 50,3} 7,4 | 5,1 55,2 33,2 0,9) 5,6 | 
Momordica . M. Charantia 0,174 | 70,1} 5,1 3 3 43 5 34, 6 1,2) 17,4 , 
Trichosanthes | T. cucumis Max. | 0,080] 57,3] 1,6 | 3,2 60,1 29,8 3,0) 3,9 


* Mittelwert von 4 Variationen. 


Die Samen wurden abgeschilt, 2 mal mit Petroliither entfettet, 
getrocknet, pulverisiert und mit der 10 fachen Menge des iiblichen 
EXxtraktionsmittels fiir Proteine 3 Stunden bei Zimmertemperatur 
geschiittelt. Die in den Extrakten gefundene °/, N, vgl. Tab. II. 

Aus dieser Zusammenstellung kann man entnehmen, daf das 
Hauptprotein der Samen Globulin ist, daf Albumin, Glutelin und 
besonders Prolamin sehr wenig vorhanden sind. Relativ jedoch 
haben Benincasa, Luffa, Trichosanthes und besonders Momordica 
viel Albumin. Zur Feststellung der optimalen Bedingungen der 


| 
| 
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Tabelle IT. 











Extraktionsmittel 
Genus Species und Variation 70%, | dest. 10 %/, 0,2), 
Alkohol Wasser NaCl NaOH 
Citrullus. . . C. vulg. Schrad. 
(gewohnlich) * 1,2 8,9 86,7 90,0 
" C. vulg. Schrad. 
(primitiv, roh) 1,8 8,2 89,0 | 90,3 
= C. vulg. Schrad. | 
(primitiv, gekocht) 2,5 6,3 99 | 90,8 
Benincasa . . B. cerifera Savi 1,6 7,1 79,5 | 87,5 
Cucumis. . . C. melo conom. f. 
alb. Makino 2,2 8,6 80,8 | 85,1 
Cucurbita . . C. moschata D. v. 
melonaef. Makino 1,8 5,7 84,1 | 86,6 
- C. moschata D. v. 
Toonas Makino By 5,9 85,8 | 87,4 
Lagenaria . . | L.vulg.v. GouldaSer. 1,8 6,4 68,0 | 74,5 
- acts L. vulg. Ser. 2,0 5,9 75,3 | 81,2 
Luffa. ... L. cylindr. Roem. 1,8 10,2 79,2 | 83,7 
Momordica . M. Charantia 1,2 25,9 76,5 | 78,5 
Trichosanthes T. cucumis Max. 1,3 10,6 87,8 | 88,4 


* Mittelwert von 4 Variationen. 


Globulinextraktion wurde entfettetes Samenmehl der Wassermelone 
vom N-gehalt 9,45°/, benutzt. 

Es ergab sich, wie aus Tab. III, IV und V zu ersehen 
ist, daB Globulin am besten mit 10°/,iger Kochsalzlésung im 
Wasserbad bei 40—60° extrahiert wird. 3malige Extraktion 
geniigt bereits, um die Hauptmenge des Globulins zu erhalten. 
Nach viermaliger Extraktion ‘wurde nur noch eine sehr kleine 
Menge N gefunden, und alle KiweiBreaktionen waren negatiy. 


Tabelle III. 





ae See 2 1 | 2 3 4/65/ 6/7] 8/ 9/ 10/ 11] 12] 13) 14 
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extrah. N 9) 118 9 18,2 27,1 40,9 70,5 77,9 78,1 78,1 80,5 81,3 81,1 79,9 78,0 78,0 
Gesamt-N | | | | | | 


Tabelle IV. 
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Extraktion I II III IV 
ee » | we | 21 0,7 0,4 
Gesamt-N | 
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Tabelle V. 





Temp. des : 5 | 
Wasserbades will | ™ ail | vl | ~ 
Ausbeute am ,, | | 7 a | ms 
rete 36,6 35,7 4 20,8 





Ks ergibt sich also folgende Darstellungsweise: Das mit 
Petroliither entfettete und getrocknete Samenmehl wurde 3 mal mit 
10°/,iger NaCl-Lésung unter kriftigem Umschiitteln im Wasserbade 
von 50° extrahiert, durch Pulpfilter filtriert, zuniichst gegen flieBendes, 
dann gegen destilliertes Wasser dialysiert bis zum vollstindigen 
Verschwinden der Chlorreaktion in der iiberstehenden Fiissig- 
keit; die Niederschliige wurden mit Alkohol, dann mit Ather 
hehandelt und getrocknet. Zur weiteren Reinigung wurden die 
feuchten Niederschlige noch mehrere Male gelést und dialysiert. 
Die Globuline aus den verschiedenen Abarten krystallisieren in 
gut geformten Oktaedern mit einigen Doppelkrystallen; aus der 
Krystallform liBt sich die Art kaum mehr erkennen. Das aus 
Momordica mit 10°/, iger NaCl-Lésung extrahierte Globulin krystalli- 
sierte nicht. 

Die Fiillungsgrenze des Citrullus-Globulins mit Ammonium- 
sulfat ist 3,1—3,5, seine Koagulationstemperatur betrigt 95—98 °. 
In den verschiedenen Neutralsalzlésungen ist es recht gut léslich, 
uber nur wenn es noch feucht ist. Jedes Globulin aus den ver- 
schiedenen Variationen ist im trockenen Zustand schneeweib, 
geruch- und geschmacklos, gibt alle Farbenreaktionen des EiweiBes, 
aber keine P-Reaktion und keine Molisch-Reaktion. Durch die 
Klementaranalyse wurden aus mindestens 3 Variationen je eines 
Genus Globuline gewonnen, deren durchschnittliche Werte in 
Tab. VI stehen (und zwar 14 Citrullusvariationen, 3 Benincasa, 
4 Cucumis, 3 Cucurbita, 3 Lagenaria, 4 Luffa, 3 Trichosanthes). 


Tabelle VI. 


























Genus C H N S O 
Citwulius . . 1... 51,52 7,02 18,33 | 1,10 : 22,03 
Benineasa. . .. . 51,60 6,99 18,18 1,08 22,15 
Cucumis ..... 51,79 7,03 18,21 1,09 21,88 
Cucurbita. . .. . 51,62 6,97 18,22 1,03 22,16 
Lagenaria. ... . 51,53 7,11 18,38 1,16 21,82 
ee 51,69 7,17 18,33 0,97 21,84 
Trichosanthes . . . 51,55 7,18 18,20 1,01 22,06 
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Die N-Verteilung in ihren Hydrolysaten wurde nach van Slyke 
bestimmt und in basische Aminosiuren umgerechnet; beides 
findet man in Tab. VII und VILL. 


Tabelle VII. 
































21/4/4/a4|/4]2 |ae/s8| 2 

a}: Sia |8/]¢6/es/azl # 

Genus = 4 'd re Ao) = | gelse™] & 

S| = 50 m = b> | 6 ssl 2 

“[e]a/Slg] |4gl24] 

Blao| S 
Citrullus 7,24 | 1,21 | 27,14 | 1,33 | 6,93 | 4,35 | 50,43 | 1,97 | 100,61 
Benincasa . . | 7,12 | 1,26 | 26,74 | 1,10 | 7,61 | 3,75 | 50,411 1,80] 99,79 
Cucumis. . | 7,13 | 1,03 | 26,60 | 1,25 | 7,21 | 4.46 | 51,06 | 2,26 | 101,00 
Cucurbita . . | 7,43 | 1,18 | 25,77 | 1,08 | 6,36 | 4,71 | 50,39 | 2.21 | 99,13 
Lagenaria . . | 7,41 | 1,07 | 25,98 | 1,21 | 7,07 | 4,87 | 50,45 | 1,82 | 99.88 
Luffa . . . . | 7,65 | 1,03 | 26,43 | 1,17 | 7,96 | 5,02 | 49,68 | 2,22 | 101,16 
Trichosanthes | 7,31 | 0,75 | 26,37 | 1,35 | 7,77 | 3,44 | 50,81 | 2,57 | 100,37 


Tabelle VIII. 




















Genus Arginin Zystin Histidin Lysin 
Citrullus ..... 15,39 2,09 4,87 414 
Benincasa. ... . 15,17 1,72 5,35 3,57 
Cucumis ..... 14,78 1,92 4,97 4,16 
Cucurbita. .... 14,54 1,68 4,45 4,46 
Lagenaria. .... 14,78 1,90 4,99 4,64 
6.” gid a: “a 15,09 1,84 5,63 4,81 
Trichosanthes . . . 15,06 2.13. 5,50 3,30 


Aus diesen 3 Tabellen kann man die verschiedenen Genera 
kaum unterscheiden. Das Tyrosin und Tryptophan des Citrullus- 
globulins wurde auch colorimetrisch zu 2,36 bzw. 3,46°/, bestimmt. 

Die fraktionierte Ausfallung des Citrullus-Globulins wurde 
mit 0,15, 0,20, 0,25, 0,4°/, Sattigung von Ammoniumsulfat ver- 
sucht, aber unter diesen Fraktionen waren keine nennenswerten 
Unterschiede in der Klementarzusammensetzung und N-Verteilung. 

Wie bereits gesagt, zeigen Samenglobuline der verschiedenen 
Cucurbitaceen untereinander aihnliche chemische und physikalisch- 
chemische Eigenschaften, mit Ausnahme von Momordica. Um sie 
biologisch zu unterscheiden, fiihrte ich die Pricipitinprobe mit 
Antiserum von Kaninchen aus, denen ein Globulin aus einem 
Genus injiziert war. Zu jeder Serie wurden 3—5 Kaninchen be- 
nutzt, der Priacipitintiter nach iiblicher Weise bestimmt und die 
Pracipitinindices berechnet. 
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Aus den durchschnittlichen Zahlen der Tab. [IX kann man 
entnehmen, daB Benincasa, Citrullus, Cucumis, Lagenaria und 
Cucurbita sich untereinander sehr fihnlich, daB Cucurbita und 
Citrullus etwas voneinander verschieden sind. Trychosanthes und 
Luffa gleichen weder den obigen noch sich untereinander. 


Tabelle IX. 











| 
| 



































3 z = £ 2 6g - = g 

, — oO _— S =| og 4 © > 
Antiserum = & = 5 = os] 5 1S 8 

s = 5 Sp 3 E& al a 

rEg aeeoiait-i=* 2 

Citrullus. .... 1,0 1,1 0,5 1,3 0.9 0,7 0,6 0,4 
Benincasa ... . 0,6 1,0 1,0 1,0 0,9 0,6 0,6 0,3 
Cucurbita ... . 0,5 0,8 1,0 0,6 0,5 0,5 0,6 0,3 
Lagenaria .... 0,8 1,1 0,9 1,0 0,6 0,7 0,8 0,4 
Cucumis. .... 0,8 0,8 0,9 0,9 1,0 0,8 0,7 0,4 
Trichosanthes . . 0,6 0,7 0,8 0.6 0,6 1,0 0,6 0,4 
a 0,5 0,6 0,6 0,5 0,3 0,4 1,0 0,3 
Kontrolle (Edestin) | 0,3 0,3 0,2 0,3 0,2 0,3 0,3 1,0 


Mehrere Ratten wurden mit 10°/,, 15°/, oder 20°/, von 
Citrullus-Globulin, Dextrin, Butter oder Lebertran, Olivendl, Salz- 
mischung, Oryzanin (Vitamin-B) und Rettichsaft gefiittert. Die 
erhaltenen Wachstumskurven zeigen, daf die Tiere mit dem Futter, 
das 15°/, Citrullus-Globulin enthalt, sehr gut wachsen, fast parallel 
der normalen Kurve, die Osborne und Mendel durch Casein ge- 
wonnen haben. Man kann also dieses Ptlanzenglobulin als sehr 
nahrhaft bezeichnen, (Die Experimente sind im September 1927 
beendet worden.) 


~J 


Weitere Untersuchungen iiber die Hefen-Co-Zymase. 
Von 
K. Myrbiick, H. v. Euler und H. Hellstrom. 
Mit 11 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. August 1932.) 


Die Arbeiten aus dem hiesigen Institut tiber die Co-Zymase, 
ihre Isolierung und chemische Charakterisierung, wurden in der 
letzten Zeit durch einige neue Untersuchungen ergiinzt. Wie 
aus den letzten Verdéffentlichungen') zu ersehen ist, spricht sehr 
viel dafiir, daB das von uns aus Hefeextrakt isolierte Nucleotid 
die Co-Zymase ist, was um so interessanter ist, als bekanntlich 
in den letzten Jahren aus Arbeiten von vielen Seiten hervor- 
gegangen war, daB die Nucleotide und &hnliche Verbindungen 
eine sehr groBe physiologische Bedeutung besitzen. Dabei ist be- 
sonders an die Arbeiten von Meyerhof und Lohmann?) zu 
denken, worin u.a. gezeigt wurde, daB die Muskeladenylsiure 
und ihre Pyrophosphatverbindung, die sogen. Adenosintriphos- 
phorsiure, als Co-Ferment der Milchsiurebildung im Muskel wirk- 
sam sind. Als wir nun gezeigt hatten, daB die reinsten Hefe- 
Co-Zymasepriparate die Zusammensetzung einer Adenylsiiure 
haben und sogar in mehreren Eigenschaften eben mit der Muskel- 
adenylsiure tibereinstimmen, so lag der Gedanke nahe, daB die 
Adenylsaiure oder wenigstens die Adenosintriphosphorsiiure auch 
bei der alkoholischen Giarung dieselbe Rolle spiele. DaB nun 
zwar die Muskeladenylsiiure (wie die Levenesche Hefeadenyl- 
siure) im Girungsversuch ganz inaktiv ist, was wir vor lingerer 
Zeit gezeigt haben, kénnte so gedeutet werden, da bei der 
Garung (wie bei der Giykolyse) das Triphosphat das wirksame 
Prinzip ist und die Muskeladenylsiure nur eine Art Pro-Co-Fer- 
ment, woraus wohl die Muskel, nicht aber die Trockenhefe, die 
aktive Triphosphorsiure zu synthetisieren vermag. Der von 


1) Vgl. z. B. Myrbick u. Euler, Diese Z. 203, 143 (1931). 
2) Vgl. z. B. Lohmann, Biochem. Z. 241, 67 (1931). 
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Lohmann!) ausgesprochene Gedanke, daf das Triphosphat auch 
das Co-Ferment der alkoholischen Girung (Co-Zymase) sei, schien 
durch den Umstand gestiitzt zu werden, dab im Giarungsversuch 
Praparate von Triphosphat zweifelsohne eine Aktivierung der 
Apo-Zymase zeigten. Sollte aber die Aktivitét unserer Co-Zy- 
masepriparate auf einem Gehalt an Triphosphat beruhen, so 
miBte die Aktivitét des reinen Triphosphats wenigstens so groB, 
aus verschiedenen Griinden sogar sehr viel gréBer als die unserer 
Priiparate sein. Dies war aber gar nicht der Fall. Wie Euler 
und Myrbick?) zeigen konnten, betriigt nimlich die Co-Zymase- 
wirkung angeblich reiner Triphosphatpraiparate nur einige Prozent 
von der unserer Priaparate und ist auferdem von Praparat zu 
Priparat schwankend, so daB nahe liegt, die Wirkung auf Ver- 
unreinigung durch Co-Zymase (oder méglicherweise, obgleich nicht 
wahrscheinlich von einem anderen Stoff mit Co-Zymasewirkung) 
zuriickzufiihren. Die Richtigkeit dieser Annahme wurde yon 
Kuler und Nilsson’) bewiesen, die Priparate von Triphosphat 
in den Hinden hatten, die itiberhaupt keine Co-Zymasewirkung 
zelgten. 

Wenn also von einer Ersetzbarkeit der Co-Zymase durch 
Adenylpyrophosphat (selbstverstandlich + Mg, wovon unsere Apo- 
Zymase die optimale Menge enthilt) im Falle der alkoholischen 
Girung keine Rede sein kann, so bedeutet dies selbstverstiind- 
lich nicht, daB dasselbe fiir die Glykolyse im Muskel gelten muB. 
Vielmehr scheint ja aus den Arbeiten von Lohmann‘) hervor- 
zugehen, dab das Co-Ferment der Milchsiurebildung von der Co- 
Zymase ganz verschieden ist. DaB aber die Co-Zymase bei der 
Glykolyse gar nicht mitwirken sollte, ist doch wohl nicht anzu- 
nehmen. Auch ist zuzugeben, daB der Lohmannsche Gedanke 
von Pro-Co-Ferment auch im Falle unserer Priaparate richtig sein 
kénnte, wenn weder Muskeladenylsiure, noch Adenosintriphos- 
phat eine Co-Zymasewirkung haben. Unseres Wissens deutet 
aber nichts direkt darauf, daB unsere Substanz von der Hefe in 
eine andere (aktive) Substanz umgewandelt wird. 

Halten wir daran fest, daB das Mononucleotid unserer Pri- 
parate die Co-Zymase ist, so muB sie jedenfalls der Muskel- 
adenylsiiure chemisch sehr nahe stehen. Schon die Analysen 





') Naturw. 19, 180 (1931). 

*) Diese Z. 199, 189 (1931). 

%) Diese Z. 208, 173 (1932). 

‘) Vgl. z. B. Biochem. Z. 241, 67 (1931). 
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der Substanz sprechen dafiir. Die friiher angegebenen Werte 
kénnen noch durch folgende erginzt werden: 

Alle Priparate wurden aus eingeengtem Hefekochsaft dar- 
gestellt. Der Kochsaft oder das Dialysat davon wurde mit Blei- 
acetat vollstandig gefaillt. Das entbleite Filtrat wurde mit 
einer nach der durch Girungsversuche ermittelten Co-Zymase- 
menge berechneten Menge Aluminiumsulfat und dann mit Ammo- 
niak zu p,,= 10 versetzt. Der gewaschene Niederschlag wird 
mit verdiinnter Phosphorsiure geschiittelt und aus dem Filtrat 
die iiberschiissige Phosphorsiure mit Baryt entfernt. Die so 
erhaltenen Lésungen wurden weiter verarbeitet: 

Priparat 103. Die mit Salpetersiure sehr schwach sauer 
gemachte Lésung wurde mit AgNO, versetzt, bis eine Probe mit 
Baryt eine braune Fallung gab. Der Niederschlag ist inaktiv 
und wurde abfiltriert. Mit NH, wurde aus dem Filtrat ein 
zweiter Niederschlag erhalten und daraus eine Co-Zymaselésung 
mit ACo = 27000. Sie wurde mit Pikrinsiure vollstindig gefillt 
und das Filtrat wieder von Pikrinsiiure befreit. ACo = etwa 44000. 
(Gefallt mit Pikrinsiure: Adenylthiomethylpentose.) In schwefel- 
saurer Lésung wurde jetzt mit Phosphorwolframsiure gefallt und 
der gewaschene Niederschlag nach van Slyke zersetzt, H,SO, 
mit Baryt entfernt und die doppelte Silberfallung wiederholt. 
Aus dem zweiten Niederschlag Lésung 102: ACo = 85000. Aus 
der ziemlich konzentrierten Lésung konnte mit Bleiacetat noch 
etwas Inaktives beseitigt werden. Durch Zusatz von Ammoniak 
wurde ein zweiter Bleiniederschlag erhalten, daraus mit H,S die 
Lésung 103 mit ACo = 124000. Das Praparat enthielt 9,08°/, P, 
wihrend Adenylsiure (M = 847) 8,94°/, haben soll. 

Aus dem Bleisalz wurden 0,288 g Nucleotid und 0,555 g ae 
erhalten. Das molekulare Verhaltnis Nucleotid: Pb ist also 1: 

Die Lésung des Praparates 103 wurde eingeengt und a 
Aceton gefallt. Die in Hochvakuum iiber P,O, getrocknete 
Substanz enthielt: 


Ps 851.8, 87%), . 
» Noe ou Dr. Schoeller. 


Praiparat 104. Die vorgereinigte Lésung wurde mit Phos- 
phorwolframsaure, Pikrinsiure und Silber umgefillt. Die er- 
haltene Lésung, die wie gewohnlich p,, = etwa 3 zeigte, wurde 
mit PbAc, versetzt und die beinahe inaktive Fillung verworfen. 
Die mit Blei + Ammoniak erhaltene Fallung gab die Lésung 104 
mit ACo = 107000. Die Substanz enthielt 9,04°/, P. Durch 
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Schiitteln mit BaCO, und Fallung mit Alkohol wurde ein Barium- 
salz erhalten, das die normale Zusammensetzung 1/, Ba: P zeigte. 

Praparat 108. Vorgereinigte Lésung, wurde zweimal mit 
Silber, dann mit Phosphorwolframsiure und wieder zweimal mit 
Silber gefallt.. ACo = 90000. 

Priparat 109 und 110. Vorgereinigte _Lésung, vollstandig 
mit (Quecksilbernitrat gefallt. Die aus dem Niederschlag mit 
Schwefelwasserstoff erhaltene Lésung wurde wie oben beschrieben 
mit Phosphorwolframsiure, Pikrinsiure und zweimal mit Silber 
weiter behandelt. Priaparat 109 ACo = 150000. 8,64°/, P. — 
Eingeengte Lésung mit Aceton gefillt. Praiparat 110 hatte 
ACo = 164000 und enthrelt 8,67°/, P. 

Priparat 111. Mit Phosphorwolframsaure, Pikrinsiure und 
Silber wie gewohnlich gewonnen. ACo = 100000. Durch Schiitteln 
mit BaCO, und Acetonfallung ein Bariumsalz mit 16,7°/, Ba. 
Berechnet fiir (©,,H,,N;PO, Ba 16,5°/,. Das Salz_ enthielt 
6,75°/, P. Verhiltnis Ba: P also 0,55: 1. 

Priparat 112. In derselben Weise wie 111 hergestellt. 
ACo = etwa 100000. Phosphorgehalt 7,19°/,. Mit dieser Lésung 
wurde ein Diffusionsversuch angestellt.!) Halbe Schichthéhe des 
Diffusionsapparates 0,535 cm, T = 20°, Zeit 4,00 Tage. Trocken- 
gewicht der Schichten bestimmt: 


ae ae 1 2 3 4 
°/, des Trockengewichts 44,6 31,9 15,3 8,2 
xnach Kawalki. . 0,20 0,20 0,22 0,19 


Daraus nach der Formel M =~ — das Molekular- 
gewicht M = etwa 390. 

Priparat 113. Dieselbe Isolierungsmethode. ACo = 140000. 
P-Gehalt 7,92°/,. Die Lésung wurde zu einem besonderen Diffusions- 
versuch angewandt. Vgl. unten. 

Die Adenylsiiuren zeigen das molekulare Verhiltnis N:P 
= 5:1. Wie friher erwihnt, ist in unseren Praparaten der 
Stickstoffgehalt oft etwas niedriger. So war beispielsweise in 
Priiparat 111, wo im Bariumsalz das Verhiltnis Ba zu P 1:1 
war, das Verhiltnis Stickstoff zu P 4,64:1. Aus diesem Pri- 
parat wurde nach Hydrolyse mit HCl etwa 70°/, des Stick- 
stoffes in Form von Adeninpikrat wiedergefunden. 

Von demselben Priparat wurden etwa 0,5 g in 2 ccm mit 
2g NaNO, und 7 ccm Kisessig versetzt. Die Mischung stand 


1!) Uber die Methodik vgl. Myrbick u. Euler, a.a.0O., S. 144. 


RITES 
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iiber Nacht im Eisschrank, wurde dann verdiinnt und mit Baryt 
neutralisiert. Dabei entstand keine Fiallung (von Bariumphosphat). 
Mit Bleiessig wurde nun vollstindig gefillt, der Niederschlag gut 
gewaschen und mit H,S zersetzt. Die von H,S befreite Lésung 
wurde mit BaCO, geschiittelt, schlieBlich aufgekocht, filtriert 
und im Vakuum auf etwa 10 ccm eingeengt. Nach Stehen im 
Eisschrank wurde eine recht gute Ausbeute von weiBen Kry- 
stillchen erhalten, deren Menge aber beim Umkrystallisieren 
aus heiBem Wasser stark abnahm. Die lufttrockenen Krystalle 
gaben im Hochvakuum bei 105° 20,58°/, Wasser ab.  Inosin- 
saures Barium mit 7H,O enthalt 20,7, mit 7,5H,O 21,8°/, H,O. 
Wie friiher erwihnt, zeigt auch sonst die Zusammensetzung des 
Bariumsalzes eine groBe Anniherung an die des Inosinsiure- 
salzes. Folgende Werte betreffen die in Hochvakuum bei 105° ge- 
trocknete Substanz. (Der hohe H-Wert lift vielleicht vermuten, 
da8 das Krystallwasser nicht ganz vollstiindig entfernt war, was 
ja auch mit dem obigen Wert der Wasserbestimmung in Uber- 


einstimmung ist.) 
Gefunden Berechnet fiir C,,H,,O.N,PBa 


oe & «2 Ld 24,61 24,81 
— i (3,02) 2,28 
- hee as 11,56 11,58 
Oe «sacs 26,84 28,3 
P 6,12 6,42 


Auch diese Zahlen zeigen, daB die von uns aus Co-Zymase 
durch Desaminierung erhaltene Siure die normale Inosinsiiure 
sein diirfte. Dies bedeutet, da die von uns aus Hefe ge- 
wonnene Adenylsiure mit der Muskeladenylsiure in sehr naher 
Beziehung stehen muB. Wie sie sich davon unterscheidet, bleibt 
noch festzustellen. 

Unsere Adenylsiure konnte bisher nicht in krystallisierter 
Form gewonnen werden. Sie ist in Wasser sehr leicht ldslich. 
Dasselbe gilt sowohl vom Ba-Salz wie den bisher untersuchten 
Alkaloidsalzen. So wurde z. B. von der sehr reinen Lésung 103 
eine Portion mit Strychnin geschiittelt. Ktwas weniger als 
1 Mol Strychnin léste sich. Das lackmusneutrale Filtrat wurde 
auf ein sehr kleines Volumen eingeengt. Nichts krystallisierte, auch 
nicht nach langem Stehen und vorsichtigem Zusatz von Alkohol. 

Von Lésung 113 wurde ein Teil mit Brucin gesittigt. Beim 
Einengen fiel etwas Brucin wieder aus. Nach Ausschiitteln mit 
Chloroform wurde weiter eingeengt und in den Exsiccator iiber 
CaCl, gestellt. Trocknete langsam zu einem gelben Glas ein. 
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Spektrometrische Messungen an Nucleotiden und Nucleosiden. 


Beim gegenwirtigen Stand unserer Untersuchung iiber Co- 
Zymase ist es eine wesentliche Aufgabe, die Unterschiede fest- 
zustellen, welche zwischen Co-Zymase und den iibrigen Adenyl- 
siuren hinsichtlich der chemischen und physikalischen Eigen- 
schaften bestehen. Wir haben deswegen auch untersucht, ob 
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3 Hefen-Adenylsaure. 


diese Stoffe durch ihre Absorption im Ultraviolett charakteri- 
siert sind. 

In den Bereich unserer Messungen haben wir auch die 
Inosinsiure und das Guanosin gezogen, und zwar erstere Saure 
besonders deshalb, weil es wiinschenswert wire, durch eine 
physikalisch -chemische Methode den so wichtigen Ubergang 
Adenylsaiure—Inosinséure, somit die wihrend der Muskelarbeit 
eintretende Abspaltung von Ammoniak verfolgen zu kénnen. 
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Abgesehen von einigen Messungen von Marchlewski?) ist 
iiber die Absorption von Nucleotiden noch nichts bekannt. Wir 
geben deshalb alle von uns festgestellten Absorptionskurven hier 
wieder. Sie sind durch photometrische Auswertung der photo- 
graphischen Platten mittels des Siegbahnschen Photometers ge- 
wonnen. In den Figuren 1—7 geben die Abszissen die Wellen- 
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Fig. 7a. Guanosin. 


lingen in Angstrémeinheiten an. Auf den Ordinatenachsen sind 
bei den in fester Form abgewogenen Substanzen die Werte von 
log EH angegeben, wo 


1 J* . ° ‘ , ; = 
K= ror i log z ¢ in g/Liter, dincem = (Figg. 3a—7a). 


An Stelle von log H ist bei der Co-Zymase log A auf- 
getragen, wo 
— J, int 
A= = log => cm 


1) Bull. Int. Acad. Pol. Se. Lett. Ser. A. 65 (1929). — C. C. 100, I, 
3106 (1929). 
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ist. Die Konzentration ist in Fig. la angegeben, die Fig. 2a be- 
zieht sich auf das 8S. 10 beschriebene Co-Zymasepraparat Nr. 109. 

Wie aus dem Vergleich der Figg. 1a und 2a mit den Figg. 3a 
bis 5a ersichtlich ist, haben sowohl die Co-Zymase als die iibrigen 
Adeninderivate ein Absorptionsgebiet im Ultraviolett mit einem 
Maximum etwa 2580—2600 A. Hierzu ist noch folgendes zu be- 
merken: 

Das Co-Zymasepriiparat Nr. 109 (Fig. 2a) mit ACo = 150000, 
ist etwa 50°/, reiner als das von ‘I. Philipson dargestellte 
Priiparat P. 

Kin Vergleich zwischen den Absorptionshéhen der beiden 
Priiparate und den entsprechenden ‘Trockengewichten zeigt eine 
recht gute Proportionalitit. Werden an Stelle der Trocken- 
gewichte die Konzentrationen in Co pro Kubikzentimeter (Konzen- 
tration der aktiven Co-Zymase) angewandt, so erhilt man eine 
Abweichung von rund 30°/,. Das Verhiltnis der Absorptions- 
héhen (A,:A,) ist 71, das der Trockengewichte 74, aber das 
Verhiiltnis der Aktivitiiten (Co pro Kubikzentimeter) ist 107. Dies 
zeigt, daB die Verunreinigungen in dem weniger reinen Priiparat etwa 
dieselbe Absorption haben wie die aktive Substanz, was auch 
ohne weiteres verstindlich ist, da die Verunreinigungen sicher 
aus inaktivierter Co-Zymase oder sonst adeninhaltigen Stoffen 
bestehen diirften. 

Die Lage des Absorptionsmaximums ist aber angeniihert die 
gleiche. Es ist dann darauf aufmerksam zu machen, daf dieses 
Absorptionsmaximum, sowie die Absorptionskurve bei Adenosin}), 
Muskel-Adenylsiiure und Adenosin-tri-phosphorsiure nahe zu- 
sammenfallen; letzteres gilt fiir die beiden Priparate von Adenosin- 
tri-phosphorsaurem Ca, fiir welche wir Hrn. Prof. Dr. G. Embden 
auch hier bestens danken wollen. Diese Ubereinstimmung zeigt, 
daB die offenbar der Adeninkomponente zukommende Absorption 
weder durch die Phosphorsiiture der Muskeladenylsiure noch 
durch die hinzutretende Pyrophosphorsiiure verindert wird. 

DaB auch die Hefenadenylsiure ein mit der Muskeladenyl- 
siiure so nahe iibereinstimmendes Spektrum zeigt, war von vorn- 
herein nicht zu erwarten, und darf wohl so gedeutet werden, daB 
die Adenylgruppe in der Muskel- und in der Hefen-Adenylsiure 
in gleichem oder ihnlichen Zustande vorhanden ist. 


1) Leve u. Stuart Tipson [Science II, 521 (1931)] haben fiir das 
Adenosin kiirzlich die Furanoidstruktur der Ribosekomponente bewiesen. 
Das Gleiche gilt wohl auch fiir die Adenosinphosphorsiiuren. 
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Ist die Stelle 6 des Purinkernes mit Hydroxyl bzw. Sauer- 
stofi besetzt, so ist das Absorptionsmaximum um etwa 100 A-Kin- 
heiten verschoben und liegt dann bei etwa 2500 A. Diese Ver- 
schiebung ist zwar bei Aufnahme der einzelnen Stoffe deutlich, 
aber doch zu gering, als daB sich hierauf eine Methode zur Ver- 
folgung des Umsatzes Adenylsiiure—]nosinsiure griinden lieBe. 


Enzymatische Inaktivierung der Co-Zymase. 


Durch Extrakte aus tierischen Organen wird die Co-Zymase 
im allgemeinen mehr oder weniger schnell inaktiviert. Es liegt 
nahe anzunehmen, dab dies teilweise auf der enzymatischen 
Desaminierung des Adeninrestes beruht. Durch Untersuchungen 
aus Embdens Laboratorium?) ist die desaminierende Wirkung 
auf Muskeladenylséure gut bekannt. Die enzymatische Inakti- 
vierung der Co-Zymase kann aber auch in anderer Weise er- 
folgen, und zwar wurde in einigen Fallen festgestellt?), dab 
parallel mit der Inaktivierung eine Freisetzung von Phosphor- 
siure erfolgt, also aller Wahrscheinlichkeit nach durch die 
Wirkung einer Nucleotidase, ein in tierischen Organen*) sowie 
sonst hiiufig vorkommendes Enzym, das besonders von Deutsch‘) 
und von Levene und Dillon') untersucht wurde. Levene 
untersuchte die Wirkung der Organextrakte auf viele Substrate 
(Nucleotide, Nucleinsiuren, Zuckerphosphate, Glycerophosphat) und 
schlieBt, daB die Darmnucleotidase eine ziemlich unspezifische 
Phosphatase sein muB, Es war also von Interesse zu unter- 
suchen, ob stark wirksame Phosphatasepriparate iiberhaupt die 
Co-Zymase inaktivieren. Folgender Versuch wurde mit einem 
hochaktiven Nierenphosphatasepriiparat angestellt, das wir Herrn 
Dr. C. Hommerberg verdanken: 5 ccm einer Co-Zymaseliésung 
wurde mit NaOH auf p, = 8,5 gebracht und mit 5 mg des 
Phosphatasepriparates versetzt. Diese Menge spaltet unter den- 
selben Bedingungen in einer Stunde 10 mg Glycerophosphat zur 
Hialfte. Nach 20stiindiger Kinwirkung auf die Co-Zymaselésung 
bei 30° wurden Girungsversuche angestellt: 


1) Vgl. z. B. Schmidt, Diese Z. 179, 243 (1928). 

*) Euler, Myrbick u. Brunius, Diese Z. 183, 60 (1929). 

*) Levene u. Medigreceanu, J. biol. Chem. 9, 65, 375 und 389 
1911). — Levene, Jacobs u. Medigreceanu, ebenda 11, 371 (1912), — 
Levene u. La Forge, ebenda 13, 507 (1918). 

*) Diese Z. 171, 264 (1927); 185, 146 (1929); 186, 11 (1929). 

°) J. biol. Chem. 88, 723 (1930). 
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Tabelle I. 





ecm CO, nach 
20 40 | 70 | 115 Minuten 














6,7 





0,07 com Co-Zymaselésung, unbehandelt | 0,7 1,8 3,9 

0,14 ,, m ; - 1,4 3,7 6,5 — 
0,07 ,, . mit Phosphatase behandelt 0,5 12 | 3,2 7,0 
0,14 ” 9 oe 99 ” 1,2 | 3,4 | 7,1 = 


Das Phosphatasepriparat hat also iiberhaupt keine EKin- 
wirkung auf die Co-Zymase gehabt. (Dagegen wurde das Co- 
Zymasepriiparat schnell und vollstiindig von Hefeautolysesaft in- 
aktiviert, was schon durch Hardens Untersuchungen bekannt ist). 


Hitzeinaktivierung der Co-Zymase. 


Von dem Priaparat 111 wurde ein Teil bei der natiirlichen 
Aciditit (p, = etwa 3) eine Stunde im kochenden Wasserbade 
gehalten. Die Co-Zymase wurde dabei vollstindig inaktiviert. 
Von dem Phosphor des Priiparates waren aber nach dieser Be- 
handlung nur 4,5°/, in freier Form vorhanden. In Uberein- 
stimmung mit ilteren Versuchen finden wir also, daB die In- 
aktivierung (besonders in neutraler oder schwach saurer Lésung, 
Py = 2 — 6) sehr viel schneller verliuft als die Abspaltung des 
Phosphors. Auch wurde bisher bei der Erhitzung von Co- 
Zymaselésungen keine andere Veriinderung chemisch nach- 
gewiesen, sondern die Ursache der Hitzeinaktivierung ist ganz 
unbekannt. Es ist dies selbstverstiindlich ein Punkt von Wichtig- 
keit und wahrscheinlich wird die Lésung dieses Problems Licht 
werfen auf die oben aufgeworfene Frage, wie sich unser Nu- 
cleotid von der Muskeladenylsiiure unterscheidet. 

Denkbar und einfach wire z. B. folgende Erklirung: Die 
Co-Zymase bestehe aus zwei Molekiilen Muskeladenylsiure, die 
eine Verbindung (Ester, Anhydrid oder dgl.) bilden, die beim 
Kochen gespalten wird. Dafiir kénunte vielleicht sprechen, dab 
die Geschwindigkeit der Inaktivierung in alkalischer Lésung sehr 
stark zunimmt. Auch kénnte angefiihrt werden, daB die Mole- 
kulargewichtsbestimmungen an der aktiven Substanz, die jedoch 
aus friiher angefiihrten Griinden nicht sehr genau sein kénnen, 
im allgemeinen Werte gegeben haben, die etwas hdher sind als 
das Molekulargewicht der Mononucleotide. Folgender Diffusions- 
versuch wurde nun mit der sehr reinen Lésung 113 ausgefiihrt 
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(ACo = 140000). In zwei Diffusionsapparaten nach Oholm, die 
dieselben Dimensionen, insbesondere genau dieselbe Schichthihe 
hatten, wurden Versuche teils mit der aktiven, teils mit der 
durch 35 Minuten Kochen inaktivierten Liésung angestellt. Die 
‘emperatur war 15,5° und die Zeit 3,96 Tage. Das Trocken- 
gewicht der Schichte wurde bestimmt. 


Tabelle IL. 





Aktive Lésung Inaktivierte Lésung 
Schicht | oj,,des | x nach | x 0/, des | @ 
Trockengewichts K awalki Mittel]Trockengewichts) ~ | Mittel 
I 47,8 0.289 45,9 0,215 | 
a 30,5 0,145 oual 31.5 0,184 (oo 
Il 16,0 | 0,208 | (9.208 15,6 0,217 | ( 9-205 
IV 5,7 0,230 7,0 0,204 | 








Hieraus folgt, daB die Diffusionskoeffizienten in den beiden 
Fiillen denselben Wert haben. Auch wenn man die ziemlich 
wertlosen z2-Werte der zweiten Schicht verwirft, wird der Unter- 
schied nur sehr klein. Daraus folgt, dab das mittlere Molekular- 
gewicht wihrend der Erhitzung nicht wesentlich abnimmt. Eine 
Spaltung eines in gréBerer Menge vorkommenden Doppelmolekiils 
scheint also ausgeschlossen zu sein. In anderen Versuchen mit 
langen Erhitzungszeiten waren ab und zu kleine Differenzen vor- 
handen, was ja aber nicht auffallend ist, da allmihlich Ab- 
spaltung von Phosphorsiure eintritt. (Aus dem Mittel von « be- 
rechnet man die Diffusionskonstante fiir 15,5° zu 0,351. Unter 
Anwendung des zweifelhaften Wertes 0,025 fiir den Temperatur- 
koeffizienten finden wir k,, = 0,39 und M = etwa 330.) 

Es ist also anzunehmen, dab die Veriinderung wihrend der 
Hitzeinaktivierung innerhalb des Mononucleotidmolekiiles statt- 
findet, oder daB, wenn eine Spaltung vorkommt, nur eine dem 
Gewicht nach kleine Gruppe abgespalten wird. In jedem Falle 
wire denkbar, daB eine Veriinderung der optischen Kigenschaften 
eintrat. DaB dies bei liingerem Erhitzen der Fall ist, wurde 
schon friiher gezeigt.') Auch bei diesen Lésungen tritt diese Ver- 
iinderung ein. Liésung 111 zeigte im Licht der roten Cadmium- 
linie eine spezifische Drehung von — 20,7°% (Die reinsten, friiher 
untersuchten Praparate 46 und 49 zeigten —17 bzw. — 21°) 


') Myrbiick und Euler, Diese Z. 198, 243 (1931). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXII. “ 
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Nach einstiindiger Erhitzung war die Drehung auf —10° ge- 
sunken. Soviel kann jedenfalls gesagt werden, daB wihrend der 
Dauer der Inaktivierung auch eine starke Anderung der optischen 
Kigenschaften beobachtet werden kann. 


Elektrotitration. 

Als zweibasische Siiure sollte, wenn wir von den Zucker- 
hydroxylen absehen, eine normale Adenylsiiure zur Neutralisation 
zwei Aquivalente Lauge verbrauchen, und zwar wiire an- 
zunehmen, dab die beiden OH-Gruppen des Phosphorsiiurerestes 
mit ziemlich groBen Konstanten dissoziieren [von der GriéBen- 
ordnung 107! bzw. 107° nach Levene?)|. AuSerdem kommt als 
ionisierbare Gruppe die Aminogruppe des Adenins in Betracht. 

Nun konnte unsere Substanz wie erwiihnt bis jetzt nicht in 
krystallisierter Form erhalten werden und Zweifel iiber ihre Ein- 
heitlichkeit kénnten wohl noch zu Recht bestehen, andererseits 
sprechen die Analysen, die Hydrolyseversuche, die Desaminierung, 
die Furfuroldestillation usw. fiir einen so nahen Zusammenhang 
mit der Muskeladenylsiiure, da eine Bestimmung der Titrations- 
kurve nicht ohne Interesse war. Zu einer solchen Bestimmung 
sind aber, wenn sie ganz durchgefiihrt werden soll, nicht ganz 
kleine Substanzmengen erforderlich. Ks ist deshalb begreiflich, 
daB unsere Versuche mehr orientierenden Charakter tragen miissen. 
Immerhin glauben wir, daB die Bestimmungen nicht ohne Bedeutung 
sind, zumal sich bei der Hitzeinaktivierung der Co-Zymase eine 
wesentliche Anderung des Basenbindungsvermégens beobachten liBt. 

Versuch 1. 203 mg vom Priiparat 49 [ACo = 1500007?)] 
verbrauchten 1,55 ccm 0,272 n-NaOQH beim Neutralisieren zu 
p,, = 9,9. (Alle Titrierungen zu diesem p,, sind, wenn anders 
nicht gesagt wird, mit Thymolphthalein unter Anwendung eines 
Farbenstandards ausgefiihrt.) Rechnen wir mit dem Phosphor- 
gehalt des Priiparates 7,15°/,, so finden wir, daB 0,00047 Aqu. 
Nucleotid 0,00044 Aqu. Lauge verbraucht hat. Schon hieraus 
geht hervor, da unsere Priiparate, wovon Nr. 49 eines der reinsten 
war, beim Neutralisieren zu diesem p,, viel weniger Lauge bediirfen 
als z. B. Muskeladenylsiiure.*) Von unserem Priparat wurden 
203 mg in 5 ccm Wasser in einem zugeschmolzenen Rohr eine 
Stunde in kochendem Wasserbade erhitzt. Die Lésung ver- 


!) Zusammenfassende Darstellung in ,,Nucleic Acids‘, New York 1931. 
*) Euler und Myrbick, Diese Z. 198, 230 (1931). 
3) Wassermeyer, Diese Z. 179, 238 (1928). 
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brauchte dann 2,50 ccm derselben Lauge oder 0,00068 Aqu., also 
wesentlich iol, aber noch weit von 2 Aqu. 

Versuch 2. 50,4 mg = Priiparates 75 verbrauchten 
0,00015 Aqu. Lauge zu p, = 9,5, nach 1stiindigem Erhitzen 
0,00022 Aqu. 50,4 mg Bumper siliaiaeeelines nach dem Phosphor- 
eehalt 0,000125 Aqu. Nucleotid. 

Versuch 3. 8,4mg des Priiparates 841), nach dem Phosphor- 
gehalt von 8,94°/, = 0,000024 Aqu. gaben, vor und nach 50 minuti- 
gem Erhitzen im Wasserbade, nach Zusatz von verschiedenen 
Mengen Lauge (Milliaquivalenten), folgende Aciditiiten (vgl. Tab. 111): 

In der Fig. 8 findet man die Titrationskurven. Der Unter- 
schied zwischen aktiver und inaktivierter Lisung ist sehr deutlich. 
Die punktierte Kurve ist die von Wassermeyer (a. a. 0.) be- 
stimmte Kurve der Muskeladenylsiiure. Sie unterscheidet sich 
also sehr erheblich von der Kurve der Vo-Zymase, besonders yon 
der der aktiven Co-Zymase. 
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Tabelle ITI. 
pu d.aktiven PH dcebibven a, | Pu der inakti- 
Lauge Lésung Lauge Lésung Lauge vierten Lésung 
~- 2,98 0,0250 6,20 = 3,02 
0,0112 4,00 0.0252 5,95 0,0224 4,43 
0,0168 4,53 0,0295 6,58 0.0314 6,00 
0,0190 4,50 0,0336 7,57 0,0325 6,30 
0,0196 4,82 0,0340 7,60 0,0440 7,60 
0,0224 5,41 0,0360 8.50 0,0450 8,40 
0,0224 5,78 0,0400 9,30 0,0480 9,30 
0,0240 6,00 




















Versuch4. 0,0039 M.-Aqu. des Priiparates 90 (ACo = 105000) 
verbrauchten zu p,, = 9,5 0,0042 M.- Aqu. Lauge, nach Inaktivieren 


0,0060 M.-Agqu. 





1) Myrbick und Euler, Diese Z. 203, 148 (1931). 
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Versuch 5. 0,0110 M-Aqu. (nach dem Phosphorgehalt) vom 
Priiparat 92 (ACo = 95000) verbrauchten 0,0132 M.-Aqu. Lauge, 
nach Hitzeinaktivierung 0,0176 M.-Aqu. 

Versuch 6. Aus Priiparat 93 mit ACo = 85000 wurde mit 
Bleiacetat ein Niederschlag erhalten, daraus mit H,S die Lésung 95. 
Aus dem Filtrat wurde mit Blei und Ammoniak eine zweite 
Filllung erzeugt, daraus die Lésung 96. Lisung 95 war vollkommen 
inaktiv, Lisung 96 hatte ACo = 110000. Der Alkaliverbrauch 
der beiden Lésungen beim Neutralisieren zu p,, = 9,5 wurde yor 
und nach 20 Minuten langem Erhitzen im Wasserbade bestimmt. 
5 cem der Lésungen mit 0,0470 n-Lauge titriert: 


Tabelle LV. 





Vor Erhitzen Nach ‘bite 


Lésung 95, inaktiv . 2.00 200 
Lésung 96, aktiv. . 2,35 2,90 

Withrend sich also die Co-Zymase-freie Lésung wihrend des 
Krhitzens in dieser Beziehung gar nicht veriindert hat, ist der 
Alkaliverbrauch der Co-Zymaselésung schon nach diesem kurzen 
Krhitzen mit beinahe 3/, gestiegen. 

Versuch 7. 0,076 Millimol. vom Priiparat 102 (ACo = 85000) 
verbrauchten vor dem Erhitzen 0,068 M.-Aqu., nach 10 minutigem 
Erhitzen im kochenden Wasserbade 0,085 M.-Aqu. Die Veriinde- 
rung der Substanz beim Erhitzen geht also sehr schnell. 

Wie friiher gezeigt wurde, wird beim Kochen in neutraler- 
schwachsaurer Lésung die Phosphorstiure nur sehr langsam ab- 
gespalten, so daB dadurch die VergréBerung des Alkaliverbrauchs 
nicht erkliirt werden kann. Mit diesem Priiparat wurde kontrol- 
liert, daB noch nach 45 Minuten im Wasserbade keine bestimm- 
baren Mengen von freier Phosphorsiiure vorhanden waren. 

Versuch8, 0,042 Millimol. vom Priiparat 104 (ACo = 107000) 
wurden durch 0,047 M.-Aqu. NaOH zu Py = 9,5 neutralisiert. 
Nach '/,-stiindigem Erhitzen wurden 0,063 M. -Aqu. verbraucht. 
(Beim Titrieren in 90°/, Alkohol dieselben Werte.) 

Versuch 9. 0,0153 Millimol. des Priiparates 107 (ACo = 150000) 
werden durch 0,021 M.- Aqu. Lauge auf p, = 9,5 gebracht, nach 
der Inaktivierung 0,029 M.-Aqu. 

Diese und mit anderen Priiparaten angestellte Versuche zeigen 
alle, teils daB zum Neutralisieren der Co-Zymaselésungen weniger 
Lauge verbraucht wird, als man aus dem Phosphorgehalt berechnet, 
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teils daB der Alkaliverbrauch beim Erhitzen wesentlich zunimmt, 
im allgemeinen nach '/, stiindiger Erhitzung um etwa 35°/.. Ks 
bleibt nun zu untersuchen, ob diese Zunahme des Alkaliverbrauchs 
mit der Hitzeinaktivierung der Co-Zymase parallel geht, und 
weiter, ob und wie sich der Vorgang chemisch deuten liBt. 

Versuch 10. Priparat 76 (ACo = 100000, Trockengewicht 
5,9 mg/ccm). 5 ccm verbrauchten 2,60 bzw. 2,57 ccm 0,0470 n-Lauge 
beim Neutralisieren gegen Thymolphthalein. 5 cem wurden im 
geschlossenen Rohr im Wasserbade 30 Minuten erhitzt. Sie ver- 
brauchten dann 2,92 ccm Lauge. 5 ccm wurden in derselben 
Weise 120 Minuten erhitzt und verbrauchten dann 3,10 ccm Lauge, 
woraus hervorgeht, daB die VergréBerung des Alkaliverbrauches, 
wie auch die Inaktivierung der Co-Zymase, in 30 Minuten 
schon zum gréBten Teil eingetreten ist. 

Versuch 11. 1 ccm (9,3 mg, 0,0265 Mol) der Lésung 78 
(ACo = 100000) verbraucht beim Neutralisieren zu p, = 9,5 
0,0365 M.-Aqu. Lauge. Die neutralisierte Lésung wurde im 
Wasserbade 10 Minuten erhitzt. Sie verbrauchte nunmehr noch 
0,0084 M.-Aqu. Die Lésung wurde wieder 10 Minuten erhitzt 
aber verbrauchte jetzt nur noch einen Tropfen Lauge. In einem 
zweiten Versuche wurde nach dem Neutralisieren nur 5 Minuten 
erhitzt. Der Alkaliverbrauch stieg um 0,0078 M.-Aqu. Die Ver- 
inderung der Substanz, die zu dem vergréBerten Alkaliverbrauch 
fiihrt, geht also in schwach alkalischer Lésung so schnell, daB 
sie nach 5 Minuten beinahe beendet ist. Dies ist auch bei der 
Inaktivierung der Fall. 

In alkalischer Lésung ist nach Erhitzen der Maximalverbrauch 
an Lauge 0,045 M.-Aqu. Derselbe Grenzwert wird auch in schwach 
saurer Lésung, aber viel langsamer erreicht: 


Erhitzungszeit in Minuten M.-Aqu. Lauge 
~ 0,0365 
10 0,0386 
15 0,0409 
20 0,0426 
30 0,0444 
40 0,0450 
60 0,0450 


[In diesem Versuch wurde auch die Inaktivierung der Co-Zymase 
durch Girungsversuche mit herausgenommenen Proben festgestellt. 


Vgl. folgende Tabelle. 
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Tabelle V. 

















Erhitzungs- | Menge cem CO, nach Co-Einheiten 
zeit in Min.| Loésung | 15 | 30 45 60 75 Min. | pro ccm Lésung 
- _— . ek A 
— 0,02 19 | 39 | 5,6 | 6,5 < E 330 
10 0,02 10 | 1,8 | 2,7 | 3,6 4.5 185 
15 0,04 0,7 | 2.3 3,8 | 54 6,9 158 
20 0,04 04 | 09 | 1,7 | 2,2 3,0 65 
40 0,04 03 O06 1,0 1,3 1,7 etwa 33 





In der Fig. 9 finden wir die Zunahme des Alkaliverbrauches 
(Punkte) und die Abnahme der Aktivitiit (Kreuze) in derselben 
Skala veranschaulicht. Die Geschwindigkeiten der beiden Reak- 
tionen sind also nahe dieselben, und es erscheint berechtigt zu 
vermuten, dafi eben die Hitzeinaktivierung zu der Verinderung 
im Co-Zymasemolekiil fiihrt, die den vergréBerten Alkaliverbrauch 
verursacht, sei es daB neue saure Gruppen freigesetzt werden, 
oder da sonstige Veriinderungen im Molekiil die VergréSerung 
der Dissoziationskonstante einer schon vorhandenen sauren Gruppe 
bedingt. Ahnliche Versuche wurden mit anderen Co-Zymase- 
lésungen ausgefiihrt: 

Versuch 12. Co-Zymase 80, ACo = 100000. 1 ccm 
(9,7 mg = 0,0277 Millimol) verbrauchte 3,50 com 0,0112 n-NaOH zu 
P,, = 9,5. Die neutralisierte Lésung wurde 5 Minuten im kochen- 
den Wasserbade ‘erhitzt, verbrauchte jetzt noch 0,70 ccm Lauge. 
Die Lésung wurde nochmals 5 Minuten erhitzt, Laugenverbrauch 
stieg mit 0,02 ccm. Bei liingerem Erhitzen der schwachsauren 
Lésung wurde der Endwert 4,16 ccm Lauge erreicht (= 0,0467 M.-Aqu.) 
Parallel wurden nun Versuche iiber Alkaliverbrauch und Hitze- 
inaktivierung angestellt. Portionen von 1 ccm Loésung wurden 
eingeschmolzen und erhitzt. Nach schnellem Abkihlen wurde 
zu p,, = 9,5 titriert. Die titrierten Lisungen wurden wieder auf 
Pp, = 6,3 gebracht, auf 30 ccm aufgefiillt und davon die in Tab. VI 
angegebenen Mengen zu den Giirungsversuchen genommen. 

In der Kurve, Fig. 10, findet man die Titrierwerte mit Punkten, 
die Menge aktiver Co-Zymase mit Kreuzen angegeben. Wenn 
man bedenkt, daB die Versuchsfehler bei der Co-Zymasebestimmung 
nicht unerheblich sind, so findet man, daB die Punkte sehr gut 
mit einer gemeinsamen Kurve zusammenfallen und es diirfte 
kein Zweifel bestehen, daf wir es hier mit einer und derselben 
Reaktion zu tun haben. DaB sich die Inaktivierung der Co-Zymase 
in einer rein chemisch nachweisbaren Reaktion duBert, ist selbst- 
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verstiindlich ein willkommenes Zeichen dafiir, daB unsere Prii- 
parate ganz oder zum wesentlichen Teil aus der aktiven Substanz 
bestehen und nicht etwa aus Muskeladenylsiure mit Verunreinigung 
von Co-Zymase. 

Tabelle VI. 

















, ; Zum Gar- cem CO. nach Co-Ein- 

; ecm 5 30 | 45 | 60 | 75 Min. pro com 
— 3,50 0,2 ) 16 | 33 4,9 66 | 8,2 360 
6 3,68 0,2 1,2 | 2,5 | 3,8 | 5,0 6,2 250 
7 3,76 0,2 10 | 2,1 | 3,1 | 42) 5, 210 
10 3,80 0,3 15 | 2,8 | 4,3 | 5,7 190 
16 3,90 0,4 15 | 3,1 | 4,6 60), 7,4 150 
18 4,00 0,4 0,8 1,7 | 26) 3,5! 4,4 88 
33 4,10 0,6 05 09 1,2 1,7 2,0 3+ 
50 4,22 1,0 0,2 | 0,4 08 1,5 1,9 15? 














Versuch 13. Von Priparat 90 (ACo = 105000) verbrauchten 
5 cem 1,75 cem 0,0112 n-NaOH, nach Erhitzen withrend 10 Mi- 
nuten 2,03 und nach einstiindiger Erhitzung 2,48 ccm. Die ur- 














a . 
) 

5 410 8 = Daa T T ei ay 
5 Bs, | / 
AS 4 S of —— i 
& \ > “ pnakh’ 

J t 5 ee oe 
00 y 8 7 y , sont —pat¥ 
g II? = fA & @ of 5 
s aor x | x © ae 
: ye 7% So c i 
: JO0t- y 3 Ss 
: vol | ee ee ee ee ‘ ~ ~!— —- L— a 

sate 0 7 7 ae 7 < . 6 g Fa 

PUD LOUMRUWID 
Fig. 10. Fig. 11. 


spriingliche Lisung enthielt 133 Co/ccm, die 10 Minuten erhitzte 
Lisung 76 Co. Rechnen wir diese Zahlen zum MaBstab der 
Fig. 10 um, so finden wir den mit Dreieck bezeichneten Punkt, 
der sehr gut mit der Kurve zusammenfiilt. 

Versuch 14. Mit dem Priparate 96 (ACo = 110000) wurde 
noch die Zunahme des Alkaliverbrauches in saurer bzw. alkalischer 
Lésung untersucht. 7,6 mg Substanz verbrauchten 0,45 com 
0,0470 n-NaOH, nach 45 Minuten Erhitzen in saurer Loésung 
0,63 cem und 10 Minuten in schwach alkalischer Lisung 0,61 ccm. 

Als nun festgestellt war, daB die Hitzeinaktivierung der Co- 
Zymase yon einer Zunahme des Alkaliverbrauches beim Neutrali- 
sieren der Lésungen begleitet ist, so war zu untersuchen, ob dies 
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mit einer Freisetzung von neuen sauren Gruppen zusammenhangt. 
Ks wurden also die Titrationskurven sowohl fiir aktive als fiir durch 
35minutiges Erhitzen in kochendem Wasserbade inaktivierte Co- 
Zymase festgelegt. Hierzu wurde die Lésung 111 mit ACo = 100000 
angewandt. Die Bestimmungen wurden so ausgefiihrt, da mit 
der Wasserstoffelektrode das p,, in Mischungen der Lisungen mit 
bestimmten Mengen kohlensiurefreier Natronlauge (oder HCl) 
gemessen wurde. Temperatur 20°. Um Material zu sparen, ver- 
suchten wir selbstverstindlich mit den kleinst méglichen Mengen 
auszukommen, wodurch méglicherweise die Genauigkeit der Bestim- 
mungen etwas gelitten hat. Immerhin stimmten die Parallelproben 
gut iiberein. Zu jeder Bestimmung wurde aus der Konzentration 
der starken Lauge bzw. Siiure und dem gemessenen p,-Wert die 
»korrigierte Zahl Baseniquivalente“ nach Levene berechnet, also 


nach der Formel yy, [NaOH] +h —[HCI) — of 

D” = = ——, 
worin ¢ die Konzentration des zu untersuchenden Stoffes bedeutet. 
Kiir unsere unverdiinnte Lésung wurde aus dem Phosphorgehalt 
0,743 mg/ccm ¢ = 0,0240 berechnet. oh wurde aus dem p,, unter 
Anwendung des Wertes K, = 107!**° berechnet: 


Tabelle VII. 
a) Aktive Lésung. 





























c NaOH PH h oh b’ 
0,0240 — 2,73 — — — 
0,0200 0,0075 3,74 0.0002 0 0,39 
0,0172 0,0134 5,31 0 0 0,78 
0,0160 0,0157 6,25 0 0 0,98 
0,0160 0,0157 6,34 0 0 0,98 
0,0150 0,0176 7,18 0 0 1,17 
0,0141 0 0194 8,79 0 0 1,38 
0,0141 0,0194 9,07 0 0 1,38 
0,0133 0,0209 10,08 0 0,0002 1,56 
0,0126 0,0223 10,95 0 0,0013 1,68 
0,0123 0,0229 11,10 0 0,0016 1,73 
0,0100 0,0275 11,75 0 0,0073 2,02 
0,0100 0,0275 11,73 0 0,0069 2,05 
0,0080 0,0313 12,02 0 0,0135 2,23 

HCl 
0,0080 0,0388 1,41 0,0389 0 0 


Versuche in stiirker saurer Lésung gaben keine zuverlissigen 
Werte. 
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Tabelle VIII. 


b) Entsprechende Versuche mit der inaktivierten Lésung. 





























c NaOH PH h oh b’ 
0,0240 — 2,73 — -— ~— 
0,0200 0,0075 3,39 0,0004 0 0,40 
0,0172 0,0134 4,09 0,0001 0 0,79 
0,0150 0,0176 5,56 0 0 1,17 
0,0141 0,0193 7,11 0 0 1,37 
0,0134 0,0209 8,88 0 0 1,56 
0,0120 0.0235 10,63 0 0.0002 1,93 
0,0114 0,0246 11,21 0 0,0021 1,97 
0,0109 0,0257 11,47 0 0,0038 2,00 
0,0100 0,0274 11,71 0 0,0068 2,07 
0,0080 0,0313 11,98 0 0,0123 2,37 (?) 


Die Kurven findet man in der Fig. 11. Der Unterschied 
zwischen aktiver und inaktivierter Co-Zymaselisung ist sehr deut- 
lich, und zwar so, daB die inaktivierte Lésung mehr Alkali ver- 
braucht als die aktive. Indessen bediirfen beide Liésungen zur 
vollstindigen Neutralisation (p, = 12) ziemlich nahe derselben 
Laugenmenge, nihmlich 2 Aquivalente (Normalitiit des Nukleotides 
aus dem Phosphorgehalt berechnet). Wir sind wohl berechtigt, 
daraus zu schlieBen, daB bei der Jnaktivierung keine neuen sauren 
Gruppen freigesetzt werden, sondern daf nur die Konstanten der 
vorhandenen Gruppen verindert werden. Nun ist aber die Form 
der Kurven keine einfache (vgl. die gestrichelte Kurve der Muskel- 
adenylsiure), und leider ist zuzugeben, dab unsere Substanz nicht 
notwendigerweise einheitlich ist. Immerhin ist die Ubereinstim- 
mung zwischen Fig. 4 und Fig. 1, welche letztere mit einem ganz 
anderen Priparat gewontien wurde, iiberraschend gut. Die Kurve 
der Neutralisation durch das erste Baseniiquivalent hat in allen 
Fallen einen einigermaBen normalen Verlauf, erst beim zweiten 
Aquivalent werden die Unterschiede deutlich. Man kénnte viel- 
leicht denken, dass eine OH-Gruppe des Phosphorsiiurerestes mit 
irgend einer anderen Gruppe des Molekiils (OH oder NH,) einen 
leicht aufspaltbaren Ring gibt, so daB die véllige Neutralisierung 
erst bei einer viel gréBeren OH-lonenkonzentration eintritt als 
bei eem normalen Nucleotid. Wir sehen aber gegenwiirtig von 
weiteren Spekulationen iiber diesen Punkt ab. 
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Uber den Mechanismus der Eiseneinfiihrung in Porphyrine.’) 
Von 
Alfred Treibs. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3. August 1932.) 


Die Aufklirung des Reaktionsmechanismus der Eisenein- 
fiihrung in Porphyrine hatte ergeben, daS nur 2 wertiges Kisen 
fihig ist, unter Bildung eines Metallkomplexes mit Porphyrin zu 
reagieren; das entstehende ,Him“ wird durch starke Siuren 
leicht gespalten, durch Sauerstoff oder Oxydationsmittel sehr 
leicht zum 3 wertigen Komplex oxydiert, der gegen Siiuren sehr 
viel widerstandsfihiger ist und erst mittels konzentrierter Schwefel- 
siiure oder Bromwasserstoff—Eisessig zerlegt werden kann. Damit 
war auch die Erklirung der empirisch aufgefundenen Zerlegungs- 
methoden des Himins zum Protoporphyrin (das durch Schwefel- 
siure und Bromwasserstoff—Kisessig in Hiimatoporphyrin_ iiber- 
sefiihrt wird) gegeben, Reduktion zum 2 wertigen Komplex, der 
durch Siiurewirkung zerlegt wird. Der Vorgang kann wie folgt 
formuliert werden, wobei vom Porphyrinmolekiil nur die beiden 
wesentlich an der Reaktion beteiligten N-Atome geschrieben sind: 


SNH >N, 
+ FeCl, <— ‘Fe + 2HCI. 
NH >NZ 


Nun lag noch eine Beobachtung vor, die noch nicht erklart 
werden konnte und die anfiinglich groBe Schwierigkeiten be- 
reitete.2) Wurde eine Lésung von 2—38 mg Porphyrin (Meso- 
porphyrin-dimethylester oder Atioporphyrin) in 8 ccm NaCl-haltigem 
Kisessig in Stickstoffatmosphiire mit einer unter Stickstoff be- 
reiteten Lésung von Ferroacetat, 3 ccm, versetzt, so fand beim 
Krhitzen der Lésung Komplexbildung statt, die jedoch beim Er- 


1) Nachtrag zu der XXVII. Mitteilung. Zur Kenntnis der Porphyrine, 
H. Fischer, A. Treibs u. K Zeile, Diese Z. 195, 1 (1931). 
2) Diese Z. 195, 12 (1931). 
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kalten und lingerem Stehen mehr oder weniger zuriickging, wie 
man durch Farbumschlag und Spektrum leicht feststellen kann. 
Der Versuch war nicht immer reproduzierbar. 

Unter Mitwirkung von Herrn Zeile wurde nun _festgestellt, 
daB der Effekt stets auftritt, wenn die Ferroacetatlésung, die zur 
Lésung von Mesoporphyrinester in NaCl-haltigem Eisessig hinzu- 
gegeben wird, nur sehr wenig Eisen enthiilt. 

Die weiteren Versuche wurden mit etwas mehr Porphyrin 
ausgefiihrt; 30 mg Mesoporphyrinester wurden in 10 ccm Kisessig 
unter Zusatz von '/,cem gesittigter NaCl-Lésung gelést (das 
Kochsalz krystallisiert teilweise aus), dazu wurde in der friiher 
beschriebenen Weise die sehr verdiinnte Ferroacetatlésung im 
Stickstoffstrom zugegeben, bis in der Hitze spektroskopisch nur 
mehr Fe-Komplex feststellbar war. Die Fluorescenzprobe unter 
der Quecksilberlampe ergab jedoch, daB noch Porphyrin § an- 
wesend war, nach dem Erkalten trat wieder deutliches saures 
Porphyrinspektrum auf, das in der Hitze wieder zuriickging, usw. 
DaB geniigend Kisen vorhanden war, ergab sich daraus, daf bei 
Luftzutritt quantitativ Komplex entstand, die Fluorescenzprobe 
verlief negativ, die Lésung enthielt dann noch iiberschiissiges 
Ferrosalz. Mit Lésungen bekannten Gehaltes an Ferroacetat zu 
arbeiten ist praktisch unméglich und auch nicht nétig. Liibt 
man die Proben unter Stickstoff eingeschmolzen stehen, so kry- 
stallisiert nach Tagen oder Wochen Komplex aus, der sich als 
3 wertig erweist, was auf Oxydation durch Nebenreaktionen zuriick- 
zufiihren ist. Ganz analog verhielten sich synthetischer Meso- 
porphyrinester und Atioporphyrin. Bei einem weiteren Versuch 
war im Abschmelzrohr ein kleines Réhrchen mit 38 mg Ferrum 
reductum eingeschlossen, das nach liingerem Stehen, bis zur nega- 
tiven Fluorescenzprobe, zertriimmert wurde, worauf wieder Fluo- 
rescenz und saures Porphyrinspektrum auftrat. Solange demnach 
noch Ferrokomplex bzw. Ferrosalz anwesend ist, besteht noch 
etwas freies Porphyrin, Nebenreaktionen verursachen langsam 
eine Oxydation, worauf alles Porphyrin in Ferrikomplex iibergeht, 
was durch Reduktion riickgiingig gemacht werden kann. 

Die Erklirung fiir die Spaltungsreaktion des Kisenkomplexes 
liBt sich nun geben: 

Die Komplexbildung stellt eine Gleichgewichtsreaktion dar 


+ Fe(OOCCH,;), ——™ pke + 2HOOCCH, . 
>NH >N 


Porphyrin Him 
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Das Gleichgewicht ist in reinem Eisessig so gelegen, daB die 
Kinstellung ganz im Sinne der rechten Seite der Gleichung er- 
folgt, weil die Stirke der Essigsiure gerade zu gering ist, das 
Him merkbar zu spalten, zumal beim priiparativen Arbeiten ein 
UberschuB an Ferroacetat, der im gleichen Sinn wirkt, zugegen ist. 

In NaCl-haltigem Eisessig dagegen muB eine stirkere 
Siure als EKisessig vorliegen, die unter den gleichen Ver- 
hiltnissen geniigt, das Gleichgewicht nach links zu verschieben. 

Die Moéglichkeit, daB das NaCl etwa das Eisen aus dem 
Ferrokomplex zu verdraingen imstande sei, um selber irgendwie 
einen Komplex mit dem Porphyrin zu bilden, kann wohl auBer 
Betracht gelassen werden. 

Die Fragestellung lauft darauf hinaus, nachzuweisen, welcher 
Natur die stiirkere Siure im kochsalzhaltigen Eisessig ist. 

Ihre Anwesenheit wird auch bewiesen durch das spektro- 
skopische Verhalten des Mesoporphyrinesters in Eisessig auf 
NaCl-Zusatz. 

Mesoporphyrin-dimethylester in Eisessig. 1 mg in 10 ccm, im 











Reagenzglas 
I. 602,7—598,1---; II. 595,6—590,8; III. 572,2—569,2- - -; 
600,5 593,0 570,6 
IV. 564,5+ + - 556,4—548,5- - + 543,5;  V. 526,5—524,1; End-Abs. 431. 





— ae 


552,5 525,38 

Intensitiiten: IV; II, I; Il, V. 

Geringer Wasserzusatz ruft wenig Anderung hervor, I und II 
gewinnen an Intensitiit. 

Etwas konzentrierte wiBrige NaCl-Lésung ruft dagegen eine 
starke Farbiinderung nach Violett hervor. 

I. 597,2—590,3; II. 576,5—570,9; III. 558,2—542,1; IV. 524; 

593,9 573,5 549,2 


V. 511; End-Abs. 511. 
Intensititen: III; I; II; IV, V, letztere beide sehr schwach. 


Die Streifenschwerpunkte sind gemessen, nicht errechnet. 

Diese spektroskopische Verinderung entspricht etwa dem 
Ubergang des Porphyrinsalzes mit einem Siiuremol in das zwei- 
fach-Siuresalz.") 

Das Nichstliegende wire nun die Annahme, daB durch die 
KXssigsiure aus dem NaCl Salzsiure freigelegt wird, was nach 

















) Vgl. duzu A. Treibs, Molekilverbindungen der Porphyrine, Liebigs 
Ann. 476, 1 (1929). 











Uber den Mechanismus der Eiseneinfiihrung in Porphyrine. 99 


dem Massenwirkungsgesetz ja zu erwarten ist. Das zwingt aber 
zu weiteren Hilfsannahmen; die freigelegte Salzsiiure, deren Menge 
dem Verhiltnis der Siiurestiirken von HCl und H,CCOOH ent- 
sprechen muB, wiirde eine gréBere Aktivitiit entfalten miissen als 
die verdriingende Essigsiiure; die Anderung in Abhiingigkeit von 
der Temperatur ist in diesem Umfang nicht gut verstiindlich, 
zumal man eher eine geringere Stabilitiit des Ferrokomplexes bei 
erhéhter Temperatur annehmen darf, also Komplexbildung in der 
Kilte, Spaltung in der Hitze erwarten sollte; weiter muB das in 
der Reaktionslésung noch vorhandene Ferroacetat eine puffernde, 
dem Auftreten von freiem HCl entgegengesetzte Wirkung entfalten. 


Uber das Auftreten freier Salzsiure in NaCl-haltigem Eisessig. 


Da eine direkte Bestimmung nicht méglich ist, wurde zur 
Priifung dieser Frage eine Versuchsreihe durchgefiihrt, die Salz- 
siiure unter verschiedenen Bedingungen ab- 
destilliert, mit Vergleichsfillungen von AgCl 
eine rohe Schitzung ihrer Menge vorge- == 
nommen. Da dabei dauernd HCl nach- 
gebildet werden mu, erhilt man sehr stark 
vergréBerte Effekte, so daB eine ganz rohe 
quantitative Methode zur Erfassung geniigt. 

Zur Verwendung kam der abgebildete 
Aufsatz, der mit Normalschliff auf die 
Neumann-Apparaturen aufgepaBbt ist; das 
20 cm grofe Mittelstiick ist mit Raschig- 
Ringen  gefiillt, das Ganze_ isoliert, ein 
Uberspritzen ist auch im Vakuum bei stark 
stoBenden Fliissigkeiten vollkommen aus- 
geschlossen. Die ganze Apparatur wurde 
3 Wochen mit konzentrierter Salzsiiure 
behandelt und dann griindlich ausgedimpft. 

Verwendung fanden frisch  destillierter, 

reiner Kisessig, zu jedem Versuch 150 ccm, 
Leitfaihigkeitswasser, reines NaCl, n/10-HCl 

wiBrig, frisch bereitetes Ferroacetat, das 

nur spurenweise oxydiert war. Von 30 Versuchen sind die wesent- 
lichen herausgegriffen. 

1. 150 cem Eisessig, 5 g NaCl in 35 cem Wasser, bei Atmosphiirendruck 


50 cem abdestilliert, sehr viel AgCl, etwa 50 mg HCl entsprechend. Die 
Fiillung wurde bei allen Versuchen nach Verdiinnen auf etwa 250 cem vor- 
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genommen. Verwendung von nur 0,5 g NaCl hat das gleiche Ergebnis, auch 
dabei krystallisiert wihrend der Destillation NaCl aus. 

2. 150 ccm Eisessig, 5 g NaCl in 35 ccm Wasser, 0,5 g Ferroacetat. 
50 cem Destillat enthilt nur eine minimale Menge HCl. 

3. wie 2., jedoch 0,05 g Ferroacetat, in 50 cem Destillat einige mg HCl. 


Bei allen Vakuumversuchen war 50 ccm Wasser vorgelegt, 
die Apparatur auf 15—20 mm Druck gebracht und ohne weiteres 
Saugen, allenfalls ganz kurz zur Aufrechterhaltung des Vakuums, 
destilhert bei einer Destillationstemperatur von 80—35° Die 
Krfassungsgrenze ist beim Destillieren etwa 3/,, mg HCl, ent- 
sprechend einer im Blindversuch zugesetzten Menge von 0,03 ccm 
n/10-HCl, die bei der Chlorsilberfillung erst nach etwa 10 Minuten 
eine T'riibung geben. Bei Blindversuchen ergab sich weiter, dab 
zugesetzte Salzsiiure aus stiirker wasserhaltigem Ejlsessig erst 
iibergeht, wenn das meiste Wasser abdestilliert ist, weshalb bei 
allen weiteren Versuchen nur sehr wenig, oder kein Wasser zu- 
eesetzt ist, in diesem Falle geht zugesetzte Salzsiiture mit den 
allerersten Anteilen der Essigsiiure iiber. 

4. 150 cem Eisessig, 0,3 g NaCl in 1 cem Wasser, im Vakuum 40 ccm 
abdestilliert, die etwa 5mg HCl enthalten. 

5, wie 4., Zusatz von 15 mg Ferroacetat, die imstande sind etwa 10 mg 
HCl zu binden, in 40 cem Destillat (Vakuum) ist ungefahr 1 mg HCl, in 
einem zweiten Destillat von 50 cem sehr wenig HCl nachzuweisen. 

Alle Versuche sind mehrfach durchgefiihrt und dabei in 
Kinzelheiten variiert worden, die Ubereinstimmung in der GréBen- 
ordnung ist durchaus gegeben. 

In der Hitze werden aus NaCl ganz betriichtliche Mengen 
von HCl ausgetrieben, bei niederer ‘T’emperatur auch noch eine 
ansehnliche Menge, die nicht zu vernachliissigen ist, auch wenn 
Ferroacetat zugegen ist. Freie Salzsiiure wird beim Destillieren 
quantitativ erfaBt, wie zahlreiche Blindversuche unter Zusatz von 
mehr oder weniger n/10-HCl zeigten. Wieviel HCl in einer ge- 
gebenen Lisung von NaCl in wasserhaltigem Ejisessig vorliest, 
kann nur schiitzungsweise angegeben werden, es wird sich um 
sehr viel weniger handeln, als in den Versuchen 4 und 5 ge- 
funden sind, da die Gleichgewichtseinstellung: 

NaCl + HOOCCH, 2 NaOOCCH, + HCl 
zweitellos rasch verliiuft. 

Die in Versuch 4 und 5 vorgefundenen Mengen HCl sind 
jedoch !/,, der GréBenordnung (bei Beriicksichtigung von Volumen 
und Mol.-Gew.), wie sie erforderlich sind, die beobachteten Spal- 
tungen der Porphyrin-Ferrokomplexe zu bewirken. Zur Erklirung 
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der Erscheinung kann danach freier Chlorwasserstoff nicht gut 
herangezogen werden. 


Komplexbildung zwischen CH,COOH und NaCl. 
Man wird dem ganzen Verhalten gerecht durch die Annahme, 
daB in der Lésung ein Komplex zwischen NaCl und HOOCCH, 
‘vorliegt im Sinne von Meerwein!): 


CH,- CO 
>O... NaCl, 
H 


der stiirker sauer ist als Essigsiiure. Meerwein weist die Existenz 
einer Chlorzink-essigsiiure nach, auch Metallsalze, wie Lithium- 
chlorid, Magnesiumehlorid besitzen nach ihm die Fiihigkeit, mit 
den Anionen organischer Siuren zu komplexen Anionen zusammen- 
zutreten. 

Vor allem wird das temperaturabhiingige Verhalten damit 
verstiindlich; in der Hitze zerfillt der Komplex, infolge des 
Riickganges der Aciditiit ist das Hiim existenzfiihig, wiithrend 
durch Abkiihlung der NaCl-Komplex wieder entsteht. Da der 
NaCl-HOOCCH,-Komplex quantitativ auch gegeniiber dem Ferro- 
acetat weit iiberwiegt, ist die Erscheinung auch noch bei Uber- 
schuB an Ferroacetat nachweisbar. 

Der ganze Versuch kann verglichen werden mit den Messungen 
des Kinflusses von Salzen auf die Dissoziation von Siiuren durch 
Dawson und Key’) Harned und Akerloéf*), Brénsted.') 

Dort konnte gezeigt werden, wie Siiuren durch Zusatz von 
Neutralsalzen eine Verstiirkung ihrer Aktivitiit bei katalytischen 
Reaktionen erfahren, Neutralsalzwirkung. lin allgemeinen erhdht 
Salzzusatz die durch H’ bewirkte Katalyse, erniedrigt die OH’- 
Wirkung. Die Messungen sind in wiBriger Lisung ausgefiihrt, 
doch kann man wohl annehmen, dab in wasserfreien organischen 
Siiuren ihnliche Verhiiltnisse vorliegen. Das Hiim spielt dabei 
eleichsam die Rolle eines Indikators. 


Versuche in anderen organischen Sauren. 
Die ausschlaggebende Stiirke der Siiure liBt sich gut zeigen 
bei Verwendung von Gemischen yon Kisessig und Ameisensiiure 


') Liebigs Ann. 455, 244 (1927). 

*) J. chem. Soc. London 1928, 1239; Trans. Faraday Soe. 24, 641 (1928). 
) Trans. Faraday Soc. 24, 666 (1928). 

*) Chem. Reviews 5, 231 (1928). 
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als Lésungsmittel bei der Eiseneinfiihrung (ohne NaCl-Zusatz), 
Die Einstellung des Gleichgewichtes hiingt ab vom Mischungs- 
verhiltnis der Siiuren und nihert sich bei zunehmendem Ameisen- 
siuregehalt der linken Seite der Gleichung. Beim Verhiiltnis 1:1 
erkennt man bereits kein Komplexsalzspektrum mehr, doch aus 
der Tatsache, daB bei liingerem Erhitzen auf 100° an der Luft 
noch quantitative Himinbildung erfolgt, ist zu entnehmen, dab 
noch Spuren von Komplex vorhanden sein miissen, Bei geringerem 
(rehalt an Ameisensiiure sind Porphyrin und Komplex neben- 
einander zu erkennen, die Gleichgewichtseinstellung ist dabei 
unabhiingig von der Temperatur. Das Verhalten in Ameisensiiure 
erklirt auch vollauf die priiparative Gewinnung von Protoporphyrin 
aus Hiimin mittels Eisen und Ameisensiiure, Es findet zuniichst 
Reduktion zum Protohiim statt, zu dessen Spaltung die Stiirke 
der Ameisensiure ausreicht. 

In Propionsiiure besitzt Mesoporphyrinester Neutralspektrum, 
auf Zusatz von NaCl tritt auch hier saures Spektrum auf. Die 
Verstiirkung der Aciditiit reicht jedoch nicht aus, einmal ge- 
bildeten Kisenkomplex zu spalten. In der Hitze wird in Stickstoft- 
atmosphire quantitativ Komplex gebildet, hier ist die Fluorescenz- 
probe negativ, in der Kilte ist keinerlei Spaltung festzustellen. 
Kine Kigentiimlichkeit war hier im Spektrum des Komplexes zu 
tinden, der ein starkes Band bei 570 my aufwies, das auch bei den 
Ameisensiiure- und Eisessigversuchen manchmal angedeutet war. 

Es wurde nun noch nach einer Siiure von passender Stirke 
gesucht, um in einheitlichem Loésungsmittel das Gleichgewicht 
zu demonstrieren; mangels eines Mafstabes fiir die Siiurestiirke 
wasserfreier organischer Siiuren wurde an Hand der Dissoziations- 
konstanten gewithlt. Essigsiiure hat die Dissoziationskonstante 
K = 0,0018, danach konnte Acrylsiiure, K = 0,0056, geeignet 
sein. Beim Lésen von Eisen in Acrylsiure tritt keine Wasserstoff- 
bildung auf, es findet wohl partielle Hydrierung zu Propionsiiure 
statt, wodurch das Ergebnis kaum beeinflu&t werden konnte. Um 
Polymerisationserscheinungen zu vermeiden, wurde nicht tiber 100° 
erhitzt. Die Komplexbildung blieb auch tatsichlich in einem 
Zwischenstadium stehen, auch nach liingerem Erwiirmen war neben 
Fe-Komplexspektrum noch saures Porphyrinspektrum vorhanden. 
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Zu Alfred Treibs, Uber die Ultraviolett-Al sorption der Porphyrine**. (Seite 33.) 
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Uber die Ultraviolett-Absorption der Porphyrine. 


Von 
Alfred Treibs. 


(Experimentell mitbearbeitet von Wilhelm Niissler). 


Mit 8 Figuren auf Tafel I und IT. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. August 1932.) 


Die Absorption der Porphyrine im Ultraviolett ist verschie- 
dentlich untersucht worden. Hausmann und Krumpel?) fanden 
in saurer, alkalischer und neutraler Loésung (beim Ester) des 
Haimatoporphyrins ein Absorptionsband bei ~ 400 mu. Zwischen 
Uroporphyrinester, Koproporphyrinester und Tetramethylhiimato- 
porphyrin fanden die genannten Autoren kleine Unterschiede in 
der Lage der Absorptionsbanden. 

Autgabe der vorliegenden Untersuchung, die wir auf Ver- 
anlassung von Herrn Geh. Rat H. Fischer ausgefiihrt haben, 
war es, festzustellen, ob die Absorptionsspektren der Porphyrine 
im Ultraviolett den gleichen GesetzmiBigkeiten folgen wie im 
Sichtbaren, oder ob es etwa méglich ist, Porphyrine, die im Sicht- 
baren spektroskopisch identisch sind, im Ultraviolett zu unter- 
scheiden. 

Diese Frage besitzt auBer der rein systematischen noch eine 
ganz besondere Bedeutung im Hinblick auf Porphyrinderivate, 
die in der Natur vorkommen. Da man z. B. bei der Untersuchung 
des Cytochroms und des Atmungsfermentes weitgehend auf spek- 
troskopische Methoden angewiesen ist, muB festgestellt werden, 
wieweit man aus spektroskopischer Ubereinstimmung auf Identitit 
von Farbstoffen riickschlieBen darf. 

Aus den analytischen und _ synthetischen Arbeiten von 
H. Fischer haben sich eine Reihe von Gesetzmibigkeiten der 
Porphyrinspektren ergeben, deren wichtigste kurz angefiihrt und 


1) W. Hausmann u. O. Krumpel, Biochem. Z. 186, 203 (1927), an 
dieser Stelle findet sich auch die iltere Literatur zusammengestellt. 
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an Hand einer Tabelle demonstriert seien. Die hier zusammen- 
gestellten Daten sind zum gréBten Teil den betreffenden Arbeiten 
entnommen?), zum Teil auch selber gemessen. 

Ks besteht zunichst eine Reihe spektroskopisch voéllig iiber- 
einstimmender Porphyrine, die sich von den 4 Atioporphyrinen 
(Tetramethyl-tetraiithylporphinen) ableiten, indem die Athylreste 
der Reihe nach durch Propionsiiurereste oder Propylreste ersetzt 
sind. Zu dieser spektroskopischen Reihe gehéren: 


Tabelle 1 














Theor. Synth. 
Isomeren-| dargestellt Seitenketten 
zahl sind bisher 

Atioporphyrine’). . 4 4 4CH;, 4C,H, 
Porphinmono- 

propionsiiuren *) . 8 8 4CH,, 3C,H,, 1C,H,COOH 
Mesoporphyrine‘) . 15 12 4CH,, 2C,H;, 2C,H,COOH 
Porphin-tripropion- 

siuren®) .... 8 1 4CH,, 1C,H,;, 3C,H,COOH 
Koproporphyrine ") 4 4 4CH,, — 4C,H,COOH 
Tetrapropy]-tetra- 

methylporphine ‘) 4 4 4HC,, 4C,H, 


Die Ubereinstimmung erstreckt sich aut alle Lisungsmittel 
und alle Derivate und zwar auf Lage und Intensitiiten der kom- 
plizierten Spektren und bis auf die feinsten Einzelheiten. Die 


1) Beziiglich der Literatur sei verwiesen auf die neueren Zusammen- 
fassungen: 

Farbstoffe mit Pyrrolkernen von H. Fischer u. A. Treibs, im Handbuch 
der Biochemie des Menschen und der Tiere. C.Oppenheimer, II. Aufl. 
Ergiinzungsband, 1930. 

Blutfarbstoff und Derivate, A. Kirstahler, in Tabulae Biologicae Perio- 
dicae, C. Oppenheimer u. L. Pincussen. Band VII, 1931. 

*) H. Fischer u. Mitarbeiter, Liebigs Ann. 448, 186, 201 (1926); 450, 

190 (1926); 452, 285 (1927); 459, 71 (1927); 466, 211 (1928); 495, 26 (1932). 
3) Liebigs Ann. 471, 293 (1929); 475, 254 (1929); 492, 27, 50 (1931); 

461, 237 (1928). 

‘) Liebigs Ann. 452, 289 (1927); 459, 74 (1927); 466, 166 (1928); 475, 

274 (1929); 480, 260 (1930); 482, 211 (1980); 484, 85 (1930). 

5) Liebigs Ann. 479, 32 (1930). 

®) Liebigs Ann. 450, 214 (1926); 457, 97 (1927); 458, 182 (1927); 461, 
276 (1928); 462, 249 (1928); 466, 156 (1928); Diese Z. 182, 265 (1929); 196, 
163, 236 (1931). 

‘) Liebigs Ann. 486, 20 (1930). 
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Ester sind den freien Porphyrinen spektroskopisch gleich. (Gan7 
geringe Unterschiede lassen sich bei den Hiimochromogenspektr . 
(in Pyridin-Hydrazin) zwischen Atio-, Meso- und Koproporphyrin- 
Kisenkomplexsalz feststellen, aber auch diese Differenzen sind 
gering und nur beim Ubereinanderprojizieren mittels Vergleichs- 
prisma zu bestiitigen. Alkalische Spektren sind recht stark ver- 
schieden, doch zeigt der bloBe Augenschein, daB hier zum Teil 
kolloidale Lésungen vorliegen, vielfach sind auch die Alkalisalze 
sehr schwer léslich. DaB kolloidale Farbstofflésungen spektrale 
Abweichungen gegeniiber echten Lésungen zeigen ist bekannt, 
die Spektren in alkalischen Lésungen miissen bei dieser Betrach- 
tung ausscheiden. 

Die Zahlenwerte der Tabelle sind nun nicht ganz konstant 
aus folgenden Griinden, die von H. Fischer hiéutig betont worden 
sind. Zuniichst stammen die Messungen von einer groBen Zahl 
von Beobachtern, wodurch sich individuelle Differenzen ohne 
weiteres ergeben; verschiedene Konzentration an Farbstoff der 
gemessenen Liésungen (eine bestimmte Konzentration einzuhalten 
ist praktisch sehr schwierig und durchaus nicht immer zweck- 
miiBig); verschiedene Konzentration der Komponenten bei Lésungs- 
mittelgemischen, die nicht immer zu vermeiden sind; kleine Kich- 
fehler des Instrumentes. Photographische Verfahren sind nach 
den Angaben Willstitters und nach eigenen Ertahrungen 
durchaus nicht exakter. Die MeBzahlen kénnen daher nicht 
vorhandene Differenzen vortiiuschen; mafgebend fiir die Be- 
hauptung spektroskopischer Identitit ist die Ubereinanderpro- 
jektion der Absorptionsspektren zweier Farbstofflésungen mittels 
Vergleichsprisma unter méglichst gleichen Bedingungen. 

Starke Verschiedenheiten ergibt die Bromspektralprobe nach 
O. Schumm!) zwischen Mesoporphyrin und Koproporphyrin. 

Da die reinen Porphyrine in Ather (in dem man die schiirfsten 
Absorptionsbanden beobachtet) sehr schwer ldslich sind — die 
Koproporphyrine sind fast unléslich — muB man zur Messung 
oft ein Lisungsmittelgemisch verwenden, Hisessig-haltigen Ather, 
wodurch sich eine kleine Verschiebung nach dem Kurzwelligen 
ergibt, aus Vergleichsgriinden sind fiir die Atioporphyrine auch 
die Zahlen in Hisessig-haltigem Ather gewiihlt, in reinem Ather 
liegen die Zahlen genau wie beim Mesoporphyrin, das in reinem 
Ather gemessen ist. Statt Kisessig—Ather kann zweckmiiBiger 


') Diese Z. 152, 5 (1926); 167, 179 (1927). 
3* 
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Pyridin—Ather verwendet werden, wobei kaum eine Verschiebung 
auftritt. 

Die Identitit der Spektren gilt fiir alle Isomeren, in vielen 
Fallen sind die Originalzahlen in der Publikation nicht mit- 
geteilt worden, sondern nur die Angabe gemacht, daB bei der 
Ubereinanderprojektion véllige Ubereinstimmung besteht. 

Wieweit in streng physikalischem Sinne diese Ubereinstim- 
mung geht, steht hier nicht zur Diskussion, da feinere Messungen 
noch nicht vorliegen, Differenzen sind sicher zu erwarten. Hier 
handelt es sich nur um Ubereinstimmungen und Verschieden- 
heiten, die mit den gebriuchlichen guten Laboratoriumsinstru- 
menten nachgewiesen werden kénnen. 

Dieser spektroskopischen Hauptgruppe sehr ihnlich sind 
einige Porphyrine, die sich durch Fehlen von einer Athylgruppe 
(Pyrroporphyrine) oder von 2 Athylgruppen (Deuteroporphyrine) 
von der Reihe unterscheiden. Die Absorptionsbanden der Pyrro- 
porphyrine sind um durchschnittlich '/, mu nach dem Kurzwelligen 
verschoben, die der Deuteroporphyrine um 1 mp. Die Abweichung 
gilt auch fiir die Derivate; Intensitiitsverhiltnisse und Feinbau 
stimmen aber vollig mit der Atioporphyringruppe iiberein. Auch 
die den Pyrro- und Deuteroporphyrinen zugrundeliegenden nieder- 
homologen Atioporphyrine zeigen samt ihren Derivaten die gleichen 
Abweichungen und stimmen mit ihren Carbonsiiuren iiberein. 


Kinfiihrung einer Carboxylgruppe an Stelle des fehlenden 
Athylrestes in die Pyrroporphyrine fiihrt zu den Rhodoporphyrinen. 
Diese Substitution bewirkt eine starke Anderung des Spektral- 
charakters, die Lage der Streifen, vor allem aber ihre Intensitiits- 
verteilung und der gesamte Feinbau der Rhodoporphyrinspektren 
sind abweichend von der Atioporphyrinreihe, was in gleichem 
AusmaB auch bei den Derivaten gilt. Untereinander sind die 
verschiedenen Rhodoporphyrine nicht ganz gleich, die gegenseitige 
Stellung der Carboxylgruppen scheint die Differenzen zu bedingen, 

Die Iso-Uroporphyrine, die 4 Methylmalonsiure-Seitenketten 
tragen und aus den Koproporphyrinen durch Eintritt weiterer 
4 Carboxylgruppen entstanden sind, weichen auch von der Atio- 
porphyringruppe deutlich ab, sind auch vom isomeren Uropor- 
phyrin, das Bernsteinsiiureseitenketten triigt (die Konstitution 
steht noch nicht ganz sicher fest, es ist noch nicht bewiesen 
wieviel Bernsteinsiiureketten und Methylmalonsiiureketten vor- 
liegen), etwas verschieden. 
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Tabelle 2, 

















, [338 

sis| 32 Seitenkett 

Oa] o 5 Seitenketten 

ee ee 

ee Oe. os a eer 

Pyrroporphyrine'). ie 24 8 |4CH,, 2C,H,, 1H, 1CH,CH,COOH 
Pyrroitioporphyrine *) . 8 8 4CH,, 3C,H;, 1H, — 
Deuteroporphyrine®) . 15 8 |4CH, — _ 2H, 2CH,CH,COOH 
Deuteroiitioporphyrine®) 15 2 40H, 3, 2C,H,, 2H, 
Rhodoporphyrine®).. . 24 2 |4CH,, 2C,H,, 1 COOH, 1CH,CH, [,cOOH 
Iso-Uroporphyrine®) . . 4 2 |4(CH,, — 4CH ;CH(COOH), 
Uroporphyrine’)..... _ — |4CH, — = CHiCOOH)C H,COOU 


Mit den hier aufgezithlten Porphyrinen ist nur ein Teil der 
bekannten herausgegriffen, unter Bevorzugung derjenigen Reihen, 
wovon méglichst viele Isomere dargestellt sind. 

Die Atioporphyringruppe lieBe sich noch sehr vergriBern, 
spektroskopisch stirker differierende Porphyrine sind vor allem 
unter den Chlorophyllporphyrinen in sehr groBer Zahl bekannt. 

Zur Orientierung dienen die Formelskizzen der 4 Atiopor- 
phyrine, von denen alle anderen durch Ersatz der Athylgruppen 
durch die bezeichneten Reste abgeleitet sind. 


mR Gis H,C, C,H, 
*% rr 
H,C¢ SCH, H,C¢ SCH, 
H,C, SCH, H,CZ SCH, 
= ae yh 
H,C C,H, H,C, ©,H, 
H,C, CH, H,C, C,H, 
/ a 
Hct Now, H, of Nau 
lll 
H,C¢ SCH, H,C,< ‘C,H, 
7 a K Oe 
H.C, ¢,H, He CH, 





1) H. Fischer u. Mitarbeiter, Liebigs Ann. 473, 229 (1929); 480, 136 
(1930); 482, 199 (1930). 

2) Liebigs Ann. 466, 211 (1928); 473, 243 (1929); 480, 126 (1930); 482, 
199 (1980). 

8) Liebigs Ann. 466, 183 (1928); 473, 245 (1929); 491, 173 (1931). 

*) Liebigs Ann. 466, 217 (1928); 482, 209 (1930); Diese Z. 198, 56 (1931). 

5) Liebigs Ann. 473, 237 (1929); 480, 109 (1930). 

*) Liebigs Ann. 457, 91 (1927); 483, 1 (1930); Diese Z. 204, 68 (1932). 

) Liebigs Ann. 483, 1 (1930). 
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Die Aufnahmen der Ultraviolettspektren sind mit einem Steinheil- 
Spektrographen im Physikalischen Institut der Technischen Hochschule ge- 
macht worden. Herrn Prof. Dr. v. Angerer, der uns den Apparat zur 
Verfiigung stellte und in seiner Handhabung unterwies, sind wir zu groBem 
Dank verpflichtet. 

Als Lichtquelle diente ein Eisenbogen, dessen Licht allerdings nicht 
ganz konstant gehalten werden konnte, was sich bei einigen Aufnahmen 
bemerkbar macht, die Resultate, die ja nur einen qualitativen Uberblick 
geben sollen, jedoch nicht beeintriichtigt. Jede Aufnahme stellt die Ver- 
diinnungsreihe zweier Porphyrine dar, als Lésungsmittel diente gereinigtes 
Chloroform, die Konzentrationen sind gleichmolar gewihlt; die Schicht- 
dicke war 3,3cm, die Belichtungszeit immer 5 Sekunden. Jede Ver- 
diinnungsreihe ist mit einer Aufnahme des reinen Lésungsmittels begonnen. 

Es folgen dann die Konzentrationen: 


'/s20.000> "/1800009 "/eo0001 */400001 */200009 */1e000 Molar. 

Nur bei Fig. 3 ist davon eine kleine Abweichung gemacht, hier geht 
die Verdiinnungsreihe von '/245 o99—"/s9 000 

Die Spektren haben eine Ausdehnung von etwa 230—500 my, bei allen 
Aufnahmen ist die Eisenlinie der Wellenliinge 396,9 mu markiert. 

Die Aufnahmen zeigen, daB alle untersuchten Porphyrine ein 
intensives Band im langwelligen Ultraviolett zeigen, wie es von 
Hausmann und Krumpel auch bei alkalischen und sauren 
Lésungen des Himatoporphyrins festgestellt worden ist. Die 
Porphyrine der Atioporphyrin-Spektralgruppe stimmen  unter- 
einander iiberein, wiihrend die Uroporphyrine und Rhodoporphyrine 
deutliche Abweichungen zeigen; Uroporphyrin und Isouroporphy- 
rin II weisen zueinander eine kleine Abweichung der Lage des 
Maximums auf. 

Die Differenzen besitzen aber durchaus die gleichen Dimen- 
sionen wie sie im Sichtbaren bei spektroskopischer Beobachtung 
oder spektrographischen Aufnahmen zutage treten. Das zeigt vor 
allem die letzte Aufnahme, die in gleicher Reihenfolge wie bei 
den Einzelaufnahmen siimtliche Porphyrine in einer Konzentration 
von }/,5 9,9 Molaritiit aneinandergereiht zeigt. Nur die 4 letzten 
weichen ab. 

Die Versuche zeigen, daB griéBere Abweichungen der Absorp- 
tionsspektren von Porphyrinen wie sie im Sichtbaren bestehen, 
auch im Ultraviolett kaum zu erwarten sind, ihre exakte Er- 
fassung bleibt feineren Methoden vorbehalten. 

Spektroskopische Differenzen beweisen Nichtidentitiit; spek- 
troskopische Ubereinstimmung ist ein Argument fir Gruppen- 
zugehiérigkeit von Farbstoffen. 
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Untersuchungen iiber die Konstitution der Gallensduren. 
XLIV. Mitteilung. 
Uber 18-(6)-Oxy-allocholansaure. 


Von 
Heinrich Wieland und Elisabeth Dane. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. August 1932.) 


In der XXXTX!) Mitteilung haben wir die 12-(7-)Oxy-cholan- 
siure beschrieben und nachgewiesen, daB die aus ihr durch 
Oxydation gewonnene Tricarbonsiiure bei der thermischen Zer- 
setzung ein Anhydrid, kein cyclisches Keton liefert. AuSerdem 
hat uns jene Siure deshalb interessiert, weil aus ihr bei der 
Wasserabspaltung im Vakuum eine Cholensiiure entstand, die der 
nicht hydrierbaren Apocholensiure’) im Verhalten aufSerordentlich 
ithnlich war. Von den gleichen Gesichtspunkten aus haben wir 
auch die Gewinnung einer an ©,, substituierten Oxysiiure an- 
gestrebt unter Benutzung der von Windaus und seinen Schiilern 
hinsichtlich der gegenseitigen Stellung der beiden Hydroxyle auf- 
geklirten Hyo-desoxycholsiure*) als Ausgangsmaterial. 

Da sich auch aus den Ergebnissen dieser Arbeit kein Wider- 
spruch zu der von Rosenheim und King vorgeschlagenen und 
von uns in einigen Punkten abgeiinderten Grundformel ergeben 
hat, legen wir diese auch den hier vorzunehmenden Ableitungen 
zugrunde. Hs ist unerlaBlich, die einzelnen C-Atome des Ring- 
geriistes durch Zahlen zu kennzeichnen, und da sich gegeniiber 
der bisherigen Numerierung Unterschiede ergeben, wollen wir 
zur Vermeidung von Verwechslungen die Ziffern fiir die einzelnen 
(-Atome in der neuen Formel (wenigstens in den Namen) vorerst 
durch Kursivdruck von denen der friiheren Formel unterscheiden. 
Wir bezeichnen die einzelnen C-Atome gemif I, beginnen also 
an dem C-Atom, das auch bisher als C, bezeichnet war. C,—C; 





1) Diese Z. 210, 268 (1932). 

*) Borsche u. Todd, Diese Z. 197, 181 (1931); Wieland u. Deu- 
lofeu, ebenda 198, 131 (1931). 

8) Liebigs Ann. 433, 282 (1923); 447, 244 (1926). 
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decken sich mit der friiheren Bezifferung (Formel IL), Cg und C, 
wntanrechen (' ' \. oi ~nitione it (" 
entsprechen ©,, und ©,,, €z; und C72 sind funktionell mit C, und 


(‘, identisch. 
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Die Hyo-desoxycholsiure — nach Il 3,13-Dioxycholan- 


siiure — erscheint jetzt als 3,6-Dioxy-cholansiiure (II}. Die in den 
Laboratorien von Gottingen und Miinchen festgelegten Beziehungen 
zwischen den Ringen I und III (Formel II) verschieben sich jetzt 
nach A und B. Die einzige Veriinderung in diesem Bereich be- 
steht darin, daB an die Stelle des Asymmetriezentrums C,, aus dem 
sich die sterische Isomerie zwischen normaler und Allo-Reile 
ergab, nunmehr ©, geriickt ist. | 
Hyo-desoxycholsiiure liBt sich mit Chromsiiure partiell zu einer | 
Oxy-ketosiiure oxydieren, in der die besonders reaktionstihige Car- 
binolgruppe an Cg zu Carbonyl dehydriert ist. Bei der thermischen 
Zersetzung wird in Ring A unter Wasserabspaltung eine Doppel- 
bindung gelegt. Die gebildete 6-Keto-cholensiiure lit sich kataly- 
tisch zu der prachtvoll krystallisierten 6-Oxysiiure hydrieren. Dieser 
Reaktionsweg verliuft nicht ohne sterische Umlagerung, die durchaus 
auf der Grundlage der von Windaus studierten Verhiltnisse vor 
Die Ketogruppe an C,, die dem asymmetrischen ©; 


So scentememeunraaeeami.. at 


sich geht. 


benachbart steht, fiihrt schon unter gelinder katalytischer Wirkung 
einen Konfigurationswechsel an dieser Stelle herbei, der gleich- 
bedeutend ist mit dem Ubergang aus der normalen Reihe der 
Gallensiiuren in die epimere Allo-Reihe. Schon unsere 3-Oxy-6- 
keto-cholansiiure erfihrt diese Umlagerung beim kurzen Kochen 
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mit Alkalien. Auch die erwihnte ungesiittigte Ketosiiure ist eine 
6-Keto-allo-cholensiure. 

DemgemiB ist auch das Produkt der oxydativen Sprengung 
von Ring B in der gesittigten Oxysiiure, eine Tricarbonsiiure 
C,,H30,, nicht mit der kiirzlich beschriebenen Thilo-bilian- 
siture?) identisch, sondern mit ihr stereoisomer. Sie ist als 
Allo-thilobiliansiiure zu bezeichnen. Ebenso wie die durch 
Oxydation der 7-Oxycholansiiure gewonnene Thilo-biliansiiure 
geht sie bei der thermischen Zersetzung nicht in ein cyclisches 
Keton iiber, sondern in ihr Anhydrid. Und dieses Anhydrid 
ist mit dem Anhydrid der Thilobiliansiiure identisch. Beim Er- 
hitzen auf 300° spaltet die 6-Oxy-allocholansiiure langsam Wasser 
ab. Die bei dieser Reaktion entstehende Cholensiiure liBt sich 
leicht katalytisch hydrieren. Die Untersuchung der so entstehen- 
den Cholansiure ist noch nicht abgeschlossen. Sicher ist jedoch, 
daB die Doppelbindung der Cholensiiure von Cg aus nicht zwischen 
2 tertiire C-Atome hineingeschoben worden ist, wie es bei der 
Cholensiure aus 7-Oxycholansiiure der Fall zu sein scheint. Die 
Formel III zeigt, da& eine derartige Verschiebung wegen der an 
Cy angenommenen Methylgruppe auch nicht méglich wiire. Die 
verschiedene Natur der beiden Cholensiiuren ist fiir die Kon- 
stitutionsfrage bemerkenswert. 

Fiihrt man die 3-Oxy-6-keto-cholansiiure in ihr Semicarbazon 
iiber und unterwirft dieses der reduzierenden Spaltung nach 
Kishner-Wolff, so erhilt man ein Gemisch zweier 3-Oxysiiuren, 
dessen Trennung am besten von den Methylestern aus gelang. 
Der schwerer lésliche und héher schmelzende Ester (162°) gab 
bei der Verseifung eine einheitliche Oxysiiture vom Schmelzp. 209°, 
die demgemiB nicht mit der bei 186° schmelzenden Lithochol- 
siure (3-Oxy-cholansiiure) identisch war. Es muBte also in dieser 
Siure 3-Oxy-allocholansiure vorliegen. Es besteht kaum 
ein Zweifel dariiber, daB die Saiure identisch ist mit einem Ab- 
hbauprodukt des Chlor-cholestans. Windaus hat die Isopropyl- 
gruppe dieser Verbindung aboxydiert und das Chlor hydrolytisch 
durch OH ersetzt.?) Unsere Siure und ihr Methylester stimmen 
in den Schmelzpunkten genau mit den Angaben iiberein, die 
Windaus iiber seine Verbindungen macht. 

Wenn, wie wir bestimmt erwarten, der direkte Vergleich die 
von uns angenommene I[dentitiit bestiitigt, dann ist bewiesen, dab 


1) Diese Z. 210, 271 (1932). 
2) Windaus u. Hossfeld, Diese Z. 145, 177 (1925). 
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die OH-Gruppe des Cholesterins in Ring A die gleiche Stellung, 
niimlich die an C3, einnimmt wie in den Gallensiuren und nicht, 
wie bisher angenommen worden war, die an Cy. 


Beschreibung der Versuche. 


3-Oxy-6-ketocholanséure. 30 g reine Hyosiure in 300 ccm 
stabilisiertem Eisessig und 45 ccm Wasser gelést, werden unter Eis- 
kiihlung bei 2—3° langsam in 1'/, Stunden mit einer Lésung von 
7g Chromsiiure in 90 ccm 50°/, iger Essigsiiure versetzt. Man 
liBt erst einige Stunden in Eis, dann bei Zimmertemperatur 
stehen. Nach 6—8 Stunden ist die Chromsiure bis auf einen 
geringen Rest verbraucht. Man versetzt mit viel Wasser und 
stumpft die Essigsiiure z.T. durch Zugabe von Soda ab. Das 
Oxydationsprodukt scheidet sich schmierig oder manchmal auch 
pulvrig ab. Es wird scharf getrocknet und mit absolutem Ather 
durchgeschiittelt. Dabei werden die Schmieren fest und kénnen 
abgesaugt werden. Aus Essigester krystallisieren meist neben- 
einander glasklare Polyeder oder Platten und matte, aus breiten 
Nadeln zusammengesetzte kuglige Ballen. Die Polyeder schmelzen 
unscharf bei 155—160° und verwittern an der Luft. Bei noch- 
maliger Krystallisation aus Essigester gehen sie manchmal spontan 
in die matten Warzen iiber, die bei 170—173° schmelzen. 

Die letzten unreinen Anteile und die noch aus der Ather- 
lésung erhaltenen Krystallisationen werden durch Krystallisation 
aus nicht zu konzentrierter Essigesterlisung weiter gereinigt. Aus- 
heute im ganzen etwa 40°). 

Liebermannsche Farbreaktion nach einigen Minuten 
rubinrot. 

Substanz aus Essigester vom Schmelzp. 159—160°: 

10,037 mg Subst. verloren bei 120° i. V. 1,407 mg. — 4,904 mg Subst. 
verloren bei 120° i. V. 0,081 mg (nach mehrtiigigem Stehen). — 4,996, 
4,823 mg Subst.: 13,440, 12,97 mg CO, und 4,42, 4,28 mg H,O. 

Substanz aus verdiinntem Methylalkohol; glinzende Schuppen 
vom Schmelzp. 160—162°. 

8,903 mg Subst. verloren i. V. bei 130° 0,206 mg. — 4,262 mg Subst.: 
11,530 mg CO, und 8,82 mg H,0. 

C,,H,.0, (890) Ber. C 13,79 H 9,81 

Gef. ,, 73,37, 73,34, 73,78 ,, 9,90, 9,93 10,03. 
6-Keto-3-cholensiure. Im Vorversuch wurde festgestellt, daB 
die Keto-oxysiure bei 270—280° in einer halben Stunde die be- 
rechnete Menge Wasser abspaltet. Wenn man aber auf die Destillation 
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verzichtete, erhielt man viel iitherunlésliche Produkte, die eine 
Krystallisation verhinderten. 

2 g Oxy-ketosiiture vom Schmelzp. 168—172° werden im 
gew. Vakuum langsam auf 270° erhitzt. Nach 10 Minuten ist die 
Gasentwicklung sehr zuriickgegangen und man steigert im Hoch- 
vakuum die Temperatur auf 320—325° Es destilliert in 20 bis 
30 Minuten etwa 75°/, fast farbloses Harz, das mit Ather heraus- 
gelést wird. Aus der Lésung krystallisieren alsbald schine 
Krystallwarzen vom Schmelzp. 128°. Karminrote Farbreaktion. 

Bei 100°i. V. keine Abnahme. 


5,040 mg Subst.: 14,340 mg CO, und 4,42 mg H,0O. 
C,,H5,0, (872) Ber. C 77,42 H 9,67 Gef. C 77,60 H 9,81. 


Die nicht krystallisierenden Anteile list man in wenig Ather, 
fillt mit Petrolither (40—50°) und iiberlaBt die rasch klar ge- 
schiittelte Lisung der Krystallisation. Die Siiure ist in den meisten 
Mitteln sehr leicht léslich. 

6-Oxy-allo-cholansiure. 1 ¢ ungesiittigte 6-Ketosiiure, in 15 ccm 
stabilem Eisessig gelést, wird bei Gegenwart von 0,1 g PtO, unter 
Wasserstoff geschiittelt. Die ersten 100 ccm werden in etwa 30 Min. 
aufgenommen, weitere 40 ccm nur langsam wihrend 2 stiindigen 
Schiittelns. Die Abscheidung des Reduktionsproduktes beginnt 
schon wihrend der Hydrierung. Nach Zusatz von wenig Wasser 
zu der heif filtrierten Lisung krystallisieren 0,5 g langer Nadeln. 
Zur Analyse aus Eisessig umkrystallisiert. Schmelzp. 228°, Sintern 
ab 217°, 


Bei 100° i. V. keine Abnahme. 
4,400 mg Subst.: 12,32 mg CO, und 4,25 mg H,O. 
C,,H,,0, (876) Ber. C 76,53 HH 10,71 Gef. C 76,85  H 10,88. 


Die Farbreaktion nach Liebermann!) erscheint auch bei minimalen 
Mengen nach wenigen Sekunden. Prachtvoll kirschrot, bei gréBeren Mengen 
violett. Viel intensiver als bei der 6-Cholensiure und viel linger haltbar. 
Dann olivgriin. 


Wenn man die Essigsiiure-Mutterlaugen von der Hydrierung 
mit mehr Wasser ausspritzt und die Fallung aus Ather—Petrol- 
ither krystallisiert, so erhailt man noch wenig Krystalle vom 
Schmelzp. 145—147°. Keine Farbreaktion. Offenbar die 6-Ketosiiure. 

Zur Analyse bei 100°i.V. getr. 


4,175 mg Subst.: 11,765 mg CO, und 3,90 mg H,0. 
C,,H,,0, (874) Ber. C 77,01 H 10,16 Gef. C 76,85 H 10,45. 


") Vgl. dazu die Bemerkungen, diese Z. 210, 277 (1932). 
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Der Methylester der 6-Oxysiiure krystallisiert aus wibrigem 
Methylalkohol in Nadeln vom Schmelzp. 95°. 

6-Ketosiure. Aus der 6-Oxysiiure erhilt man die Ketosiure 
durch Oxydation mit einem UberschuB an Chromsiiure in Eisessig 
bei gewohnlicher Temperatur. Derbe Prismen aus Ather—Petrol- 
iither vom Schmelzp. 151° Keine Farbreaktion. 

Zur Analyse bei 90° i.V. getr. 

5,098 mg Subst.: 14,385 mg CO, und 4,70 mg H,0. 
C,,H,,05 (374) Ber. C 77,01 H 16,16 Gef. C 76,95 H 10,32. 

6-Cholenséure. Die 6-Oxysiiure liefert, wenn man sie schnell 
hei etwa 300°i.V. destilliert, ein Gemisch yon Ausgangsmaterial 
und Cholensiiure. Bei 320° verliert sie im Stickstoffstrom in 
15 bis 20 Minuten die berechnete Menge Wasser. 

300 mg 6-Oxysiiure hilt man bei vermindertem Vakuum 
15 Minuten auf 820° Dann destilliert bei 285—295° und 
12 mm Druck ziemlich schnell quantitativ ein farbloses Harz, 
das schon im Ansatz des Knierohrs krystallisiert. In Ather viel 
schwerer léslich als Apocholensiiure. Aus Kisessig in langen 
Nadeln yom Schmelzp, 148—149°. 


Zur Analyse bei 120° i. V. getr. 
2,612 mg Subst.: 7,680 mg CO, und 2,49 mg H,0O. 
CyqHy,0, (358) Ber. C 80,38 H 10,69  Gef. C 80,53 H 10,71. 


Die Farbreaktion kommt augenblicklich. Erst gelb, dann sofort 
purpurrot und permanganatfarben. Wenig Unterschied zu der Farbe von 
3-Cholensiiure, verblaBt viel schneller nach griin. Intensitiit am Ende viel 
geringer als bei 3-Cholensiiure. 

Bei der katalytischen Hydrierung in Eisessig bei Gegenwart 
von PtO, nahmen 100 mg Cholensiiure den Wasserstoft in 20 Mi- 
nuten auf. Schon wahrend der Hydrierung haben sich feine 
Nadeln abgeschieden, die aus Alkohol umkrystallisiert, bei 162 
bis 163° schmelzen und so gut wie keine Farbreaktion mehr geben. 

Die Tricarbonsdure aus 6-Oxy-allocholansaure. 350mg 6-Oxy-allo- 
cholansiiure werden unter Kiithlung mit 20 Tropfen Salpetersiiure 
I) 1,4 versetzt und dann 15 Tropfen rauchender Salpetersiiure hinzu- 
vegeben. Man steigert langsam auf Wasserbadtemperatur. Nach 
45 Minuten ist wenig Ol ungelist und man gibt noch 10 Tropfen 
rauchende Salpetersiiure hinzu. Nach weiterem kurzem Erwirmen 
haben sich wenige Krystalle abgeschieden, die abgesaugt, getrocknet 
und mit Ather verrieben werden. Aus Kisessig umkrystallisiert 
feine, zu Warzen vereinigte Nadeln vom Schmelzp. 258°, leichtes 
Sintern ab 250° Mit Thilobiliansiiure Depression von 10° Aus- 
beute fiuBerst unbefriedigend. 
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4,150 mg Subst. verloren bei 120° i. V. 0,342 mg. 
_ 8,808 mg Subst.: 9,390 mg CO, und 3,06 mg H,O. (Riickst. 0,035 mg.) 
C,,H,,0, (422) Ber. C 68,20 H 9,07 Gef. C 67,88  H 9,08. 


Einige Milligramm der Tricarbonsiiure wurden im Hoch- 
vakuum bei 290—300° destilliert. Das Destillat krystallisiert 
aus Ather in gliinzenden Nadeln vom gleichen Habitus wie Thilo- 
biliansiiure-anhydrid. Der Schmelzpunkt liegt unscharf von 
196—199°, ebenso der Mischschmelzpunkt. 

3-Oxysaure. 2¢ 3-Oxy-6-ketosiiure werden mit 380cem einer 
absol. alkoholischen Lésung von freiem Semicarbazid, die man 
durch Verreiben von 1 g Semicarbazid-chlorhydrat mit 1 g wasser- 
freiem Natriumacetat erhalten hat, 4 bis 5 Stunden zum Sieden 
erhitzt. Beim Erkalten scheidet sich das Semicarbazon gallertig 
oder manchmal auch pulvrig ab. Die ganze Lésung wird mit 
einer Liésung von 2¢ Natrium in 20 cem abs. Alkohol 4 bis 
5 Stunden auf 180 bis 185° erhitzt. (Kin nur 2 Stunden er- 
hitzter Versuch hatte keine Krystallisation ergeben.) Aus der 
alkoholischen Lésung hat sich ein krystallisiertes Natriumsalz ab- 
geschieden, das abgesaugt und in heibem Kisessig gelést wird. 
Nach Zuspritzen von Wasser krystallisiert die Siure. Der 
Schmelzpunkt steigt auch nach wiederholter Krystallisation aus 
Essigsiiure oder Essigester oder nach Reinigung iiber das in Alkohol 
schwer lésliche Natriumsalz nicht iiber 176°. Mit einer bei 184° 
schmelzenden Lithocholsiiure keine Depression. Es scheint ein 
isomorphes Gemisch der beiden in Betracht kommenden Oxysiiuren 
vorzuliegen., 

Zur Analyse bei 120° i. V. getrocknet. 

4,804 mg Subst.: 13,465 mg CO, und 4,63 mg H,0O. 

C,,H,,0, (376) Ber. C 76,53 H 10,71 Gef. C 16,45 H 10,79. 

Die Farbreaktion der 3-Oxysiiure ist erst nach Zugabe von 8 Tropfen 


Schwefelsiure deutlich — braunrot. Die normale Lithocholsiure gibt unter 
den gleichen Bedingungen eine karminrote Farbreaktion. 

3-Oxy-allo-cholansiure. Der Methylester der 3-Oxysiiure yom 
Schmelzp. 175° schmilzt, einmal aus Methylalkohol umkrystallisiert, 
bei 115—117°% Nach wiederholtem Umkrystallisieren aus nicht 
zu wenig Methylalkohol steigt der Schmelzpunkt ziemlich plétz- 
lich auf 162° und iindert sich dann nicht mehr. Man kann nur 
eine kleine Menge dieses schwerer léslichen Esters heraustrak- 
tionieren, Feine Nadeln. 

Zur Analyse bei 100° i. V. getrocknet. 

4,715 mg Subst.: 13,850 mg CO, und 4,60 mg H,0. 
C,,H,,O, (890) Ber. C 76,92 H 10,79 Gef. C 76,95 H 10,92. 
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Kinige Milligramm des Esters wurden durch '/, stiindiges Kochen 
mit 1 n-methylalkoholischem Kali verseift. Nach Verdampfen des 
Methylalkohols krystallisiert ein sehr schwer lésliches Kaliumsalz. 
Die freie Siiure krystallisiert aus verdiinntem Alkohol in schénen 
Nadeln vom Schmelzp. 207—209° 

Ks ist bisher nicht gelungen, die tiefer schmelzende Kom- 
ponente des Estergemisches, wahrscheinlich Lithocholsiiureester, 
rein darzustellen., 


3-Ketocholansiure. Die 3-Oxysiiure (Gemisch vom Schmelz- 
punkt 176°) wird in Eisessig oxydiert. Die berechnete Menge 
Chromsiiure ist in 15 Minuten verbraucht. Man laBt mit einem 
Uberschu8 von Chromsiiure noch 1 Stunde stehen, fillt mit Wasser 
aus, trocknet und krystallisiert aus Ather—Petrolither, zuletzt aus 
Methylalkohol um. Schone Blittchen vom Schmelzp. 138—140°, 
die keine Depression mit der bei 139—141° schmelzenden 
3-Ketosiiure von Wieland und Weyland!) gaben.. 

4,684 mg Subst.: verlieren bei 100° i. V. 0,166 mg. 

4,518 mg Subst.: 12,740 mg CO, und 4,15 mg H,0. 
C,,H,,0, (374) Ber. C 177,01 H 10,16 Gef. C 77,08 H 10,80. 


3-Cholenséure. 250 mg 3-Oxysiiure vom Schmelzp. 173° 
werden im schwachen Vakuum 15 Minuten auf 320° erhitzt. Bei 
300—810° destilliert im Hochvakuum fast quantitativ ein farb- 
loses Harz, das, 6fters aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, 
Warzen ergibt, die bei 149—150° schmelzen. Keine Depression 
mit einer bei 150—151° schmelzenden 3-Cholensiure, die aus 
der normalen Lithocholsiiure dargestellt wurde. 

Die Farbreaktion kommt bei wenig Substanz langsam: kirsch- 
rot, dann permanganatfarben, schlieBlich griin. 

Lithobiliansiure. Die ‘T'ricarbonsiiure wurde aus der Saure 
vom Schmelzp. 176° nach der Vorschrift von Wieland und 
Weyland dargestellt. Der Schmelzpunkt der reinen aus Eisessig 
krystallisierten Siiure liegt bei 275° nach vorherigem Sintern. 
(Braunfiirbung.) Keine Depression mit der normalen Lithobilian- 
siiure, die ebenfalls unscharf schmilzt. 

Zur Analyse bei 120° i. V. getrocknet. 
4,771 mg Subst.: 11,850 mg CO, und 3,85 mg H,0. 
C,,H,,0, (422) Ber. C 6820 H 9,07  Gef. C 67,98 H 9,06. 


1) Diese Z. 110, 185 (1920). 
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Der Trimethyl-ester krystallisiert aus Ather—Petroliither in 
schénen Nadeln vom Schmelzp. 112°, die mit einem auf anderem 
Wege dargestellten Ester keine Depression gaben. 

Umlagerung der 3-Oxy-6-ketosdure. 1g der Keto-oxysiiure 
vom Schmelzp. 173° wird in 10 ccm Ln-Kalilauge heiB gelést. 
Schon nach Kochen von wenigen Minuten scheidet sich ein 
pulvriges Salz aus, das durch Zugabe von mehr Wasser wieder 
in Lésung gebracht wird. Man liBt noch weitere 45 Minuten 
unter RiickfluB kochen, wobei die Lésung sich gelb firbt. Die 
vetrocknete freie Siure wird, aus Essigester umkrystallisiert, in 
diinnen rechteckigen Tafeln oder in prismatischen Stibchen er- 
halten. Schmelzp. 185—187°% (Unreinere Siure kommt leicht 
gallertig.) Mit der urspriinglichen Keto-oxysiiure starke Depres- 
sion. Ausbeute 60 bis 70°/,. Eine schwach rote Farbreaktion 
kommt nur sehr langsam. 

Zur Analyse bei 120° i. V. getrocknet. 

4,348 mg Subst.: 11,780 mg CO, und 3,80 mg H,0. 

C,,H,.0, (390) Ber. C 73,78 H 10,03 Gef. C 74,11 H 9,81. 
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Uber Clupein. 
VI. Mitteilung. 
Von 


K. Felix, K. Dirr und A. Hoff. 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem Laboratorium der II. med, Klinik der Universitaét Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. August 1932.) 


Wir haben bereits kurz darauf hingewiesen, daB es méglich 
ist auch mit Hilfe der Arginase die Zugehérigkeit der freien 
Carboxylgruppe des Clupeins zu einem Argininmolekiil nach- 
zuweisen'), Auf diese Méglichkeit wurden wir durch die Ergeb- 
nisse der in der II. Mitteilung*) beschriebenen Versuche aufmerk- 
sam. Damals beniitzten wir die Arginase—Urease-Methode, um 
das Freiwerden des Arginins wihrend der Trypsinverdauung zu 
bestimmen. Das urspriingliche Clupein lieferte bei p,, 9 stets 
eine sehr kleine Menge Harnstoff, die zwar die Resultate fiir den 
damaligen Zweck nicht beeintriichtigte, aber erwarten lieB, dab 


bei einer anderen Wasserstoffionenkonzentration mehr Harnstoft 


frei werde. Denn bei der Abgrenzung der Spezifitit der Argi- 
nase*) ergab sich, daB Arginin bei einem anderen p,, gespalten 
wird, wenn seine Aminogruppe mit einem Siurerest besetzt ist. 
a-Monobenzoylarginin wurde am stirksten zwischen p,, 6,5 und 
7,5 gespalten. 

Wir lieBen in einer Reihe von Versuchen Arginase, die frei 
von Proteinase war, auf zwei Priparate Clupeinmethylesterhydro- 
chlorid yon verschiedenem Methoxylgehalt bei wechselnder Wasser- 
stoffionenkonzentration einwirken. Wir haben die Estergruppe 
nicht eigens zuvor verseift, weil es bei schwach alkalischer Reak- 
tion von selbst geschieht und die Abspaltung des Harnstoffs nur 
um einige Stunden verzégert wird. Bei p, 9—9,5 wird gar kein 
oder nur sehr wenig Harnstoff frei. Die stiirkste Wirkung fanden 
wir zwischen p,, 7,5 und 8,5. Bei p,, 8,3 konnte fast die berech- 
nete Menge (98°/,) nachgewiesen werden. Die zu erwartende 
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Harnstoffmenge ergibt sich aus der Annahme, dab auf 1 Mol 
Methoxyl 1 Mol Harnstoff gebildet wird. Das in den ersten Ver- 
suchen verwandte Clupeinpriiparat enthielt 1,23°/, Methoxyl und 
23,6°/, Stickstoft, das zweite Priiparat 2,6°/, Methoxyl und 23,28 °/, 
Stickstoff. Beim ersten sind also 4,7°/, Harnstofistickstoff vom 
Gesamtstickstoff zu erwarten und beim zweiten 10,1°/,.. Die nach- 
folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die Abhiingigkeit der 
Arginasewirkung auf Clupein von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration. 
Se ae a ee 68 7,0 7,1 80 88 83 95 
Harnstoff in °/, der ‘Theorie 0 56 55 66 86 98 0 
Nach diesen Versuchen wirkt Arginase also auch auf Arginin 
ein, das mit seiner g-Aminogruppe in einem Peptid oder Protein 
gebunden ist. Ks ist damit méglich festzustellen, ob in einem 
Peptid die freie Carboxylgruppe einem Arginin angehért, und 
auch, wieviel von den freien Carboxylen eines Proteins Arginin- 
Carboxyle sind. Fiir jedes neue Substrat ist die optimale Wasser- 
stoffionenkonzentration gesondert zu bestimmen. Mdglicherweise 
findet diese Form der Harnstoftbildung aus unzersetzten Kiweib- 
kérpern auch im Stoffwechsel statt. 


Experimenteller Teil. 

Die Arginasepriiparate haben wir nach 8. Edlbacher und 
H. Burchard?) aus frischer Kalbsleber bereitet und mit Tonerde Cy 
gereinigt. Bei der Priifung gegeniiber Casein und Gelatine bei 
Pq 4 und in Gegenwart von Blausiiure erwiesen sie sich als fret 
von Proteinase. 

Fiir die beiden ersten Versuche beniitzten wir ein Priiparat 
von Clupeinmethylesterhydrochlorid, das 1,23°/, Methoxyl und 
23,6°/, Stickstoff enthielt. 


1. 2,5 g Clupeinmethylesterhydrochlorid wurden in 380 cem Wasser 
gelist und mit 0,1 n-NaOH an der Gaskette auf py 7,1 eingestellt (9 cem). 
Weiter wurden 100 ccm Phosphatpuffer desselben py zugesetzt und mit 
Wasser auf 160 cem aufgefiillt. 5 cem dieser Mischung enthielten 18,58 mg 
Clupein-N. 150 cem wurden mit 50 cem Arginaselisung, ebenfalls von pj, 7,1, 
gemischt. Gleichzeitig wurde ein Leerversuch mit 50 cem Arginaselésung, 
100 ccm Puffer und 50 cem Wasser angesetzt. Beide Liésungen wurden in 
einen Thermostaten von 37° gestellt und mit Toluol iiberschichtet. Die 
Harnstoff bestimmung fiihrten wir jeweils in 20 cem (= 55,76 mg Clupein-N) 
nach der Ureasemethode aus, nachdem zuvor die Reaktion auf den Neutral- 
punkt eingestellt war. Gleich nach der Mischung enthielten die Proben 
aus beiden Ansiitzen 0,49 mg an Harnstoff-N, nach 24 Stunden 1,40 mg im 
Hauptversuch und 0,31 g im Leerversuch, nach 40 Stunden 1,79 mg im 
4* 
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Hauptversuch und 0,42 mg im Leerversuch. Im Hauptversuch wurden 
1,47 mg Harnstoff-N mehr gebildet, = 2,6°/, des Gesamt-N, 55°/, d. Th. 

2. Eine Lisung von 2,5 g Clupeinmethylesterhydrochlorid in 50 ccm 
Wasser wurde mit 16,8 ccm 0,1 n-NaOH auf p,;, 8,0 gebracht, mit 60 ccm 
des entsprechenden Phosphatpuffers versetzt und mit Wasser auf 160 ccm 
aufgefiillt. 5 ccm dieser Lésung enthielten 17,43 mg Clupein-N. 150 ccm 
wurden mit 120 cem Arginaselésung von p;; 8 gemischt. Der Leerversuch 
wurde entsprechend ohne Clupeinlésung angesetzt. Der Anfangswert des 
Harnstoff-N betrug in 5 cem des Hauptversuchs 0,126 mg, in 5 cem des Leer- 
versuchs 0,07 mg. Nach 24 Stunden stieg er im Hauptversuch auf 0,37 mg 
und blieb im Leerversuch auf 0,07. Die Differenz zwischen Haupt- und Leer- 
versuch betriigt 0,3 mg Harnstoff-N, = 3,1°/, vom Clupein-N, = 66°, d. Th. 

Dasselbe Clupeinpriiparat lieben wir bei py 8 und bei py 9 ohne 
Arginase 48 Stunden bei 37° unter Toluol stehen. In dieser Zeit konnte 
weder mit der van Slykeschen Methode noch mit der Formoltitration eine 
Veriinderung an seinem Molekiil beobachtet werden. 


Das in den folgenden Beispielen verwandte Priiparat Clupein- 
methylesterhydrochlorid enthielt 2,6°/, Methoxyl und 23,28°/, 
Stickstoff. Wir bereiteten davon eine 1,5°/,ige Lésung und nahmen 
jeweils 5 ccm zu den Versuchen, die wir gegen Indikatoren (Phenol- 
rot, Phenolphthalein und Thymolphthalein) auf die gewiinschte 
Reaktion einstellten. Dann wurden 5 ccm eines Phosphat- und 
bei den héheren p,,-Werten eines Boratpuffers und 5 oder 10 ccm 
einer Fermentliésung des gleichen p,, zugegeben. Haupt- und 
Leerversuch wurden doppelt ausgefiihrt. Die Mischungen blieben 
48 Stunden bei 37° stehen. Nach dieser Zeit war der Endzustand 
erreicht. Nach Neutralisation bestimmten wir in ihnen den Harn- 
stoff wieder mit der Ureasemethode. 

8. px 6,8—7; Hauptversuch mit 18,9 mg Clupein-N: 1,20 mg Harnstoff-N, 
Leerversuch: 1,12 mg Harnstoff-N, Differenz 0,08 mg = 0,4°/, d. Th. 

4. py 7,0; Hauptversuch mit 18,9 mg Clupein-N: 1,92 mg Harnstoff-N, 
Leerversuch: 0,84 mg Harnstoff-N, Differenz: 1,08 mg = 5,7°/) vom Gesamt-N, 
56°/, d. Th. 

5. pu 8,3; Hauptversuch mit 18,9 mg Clupein-N: 2,61 mg Harnstoff-N, 
Leerversuch 0,96 mg Harnstoff-N, Differenz 1,65 = 8,7°/, vom Gesamt-N, 
86°), d. Th. 

6. px 8,3; Hauptversuch mit 38,2 mg Clupein-N (10 cem Clupeinlésung 
und 10 cem Arginase): 4,74 mg Harnstoff-N, Leerversuch: 0,96 mg Harn- 
stoff-N, Differenz 8,78 mg Harnstoff-N = 9,9°/, vom Gesamt-N, 98°/, d. Th. 

7. po 9,5; Hauptversuch mit 18,9 mg Clupein-N: 0,84 mg Harnstoff-N, 
Leerversuch: 0,70 mg Harnstoff-N, Differenz 0,14 = 0,5°/, vom Gesamt-N, 


5°/, d. Th. 
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Entwicklungschemische Studien 
an Chlorophyllmutanten der Gerste. 


Von 
H. v. Euler, D. Burstrém, H. Hellstrém und B. v. Kéhler. 
Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. August 1932.) 


In einer vorhergehenden Untersuchung’) an 4Sippen chloro- 
phylidefekter Gerstenmutanten vom Albinatypus konnten zum 
ersten Mal stoffliche Unterschiede zwischen diesen Sippen gezeigt 
werden, und zwar zwischen den normalen (etioliert gelben) Mutanten 
von Albina 1 und 3 einerseits und von Albina 2 und 7 anderer- 
seits. Dieser Befund, daB also bereits in den chlorophyll- 
normalen Individuen der Sippen 1, 2, 3 und 7 chemische 
Unterschiede vorliegen, scheint uns der weiteren Verfolgung wert. 

Diese Unterschiede gaben sich durch charakteristische Spektral- 
bande der Alkoholextrakte von Albina 1 gelb und Albina 3 gelb 
zu erkennen, niimlich durch eine intensivere schmale Bande bei 
287 mu und eine breitere Bande bei 270 my. Diese Bande deuten 
auf ein Indolderivat hin, indessen kénnen sie nicht dem Trypto- 
phan zugeschrieben werden, dessen Konzentration sich in den 
Mutanten Albina 1, 2, 3 und 7, wie die Zahlen der Tab. 4 zeigen, 
nicht unterscheiden. Das Tryptophan, welches in den Laub- 
blittern Bestandteil des Eiweifes ist, wiirde iibrigens bei den 
Extraktionen mit Alkohol nicht in diesen iibergehen. Es mub 
sich also um ein freies, nicht im Eiweif verankertes Indol- 
derivat handeln. 

Zum Nachweis der Bande bei 287 mu in der erwihnten Mit- 
teilung von Euler und Hellstrém sei iibrigens noch bemerkt, 
daB schon in einer vorhergehenden Arbeit von Euler, Hell- 
strém und Runehjelm’) auf die gleiche Bande (288 mp) bei 
Albina 3 aufmerksam gemacht wurde. 


) Euler u. Hellstrém, Diese Z. 208, 43 (1932). 
*) Euler, Hellstrému. Runehjelm, Diese Z. 182, 205 u.zw. 212 (1929). 
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Wir haben nun die Ultraviolettabsorption der Alkoholextrakte 
anderer Chlorophyllmutanten der Gerste in den Kreis der Unter- 
suchung gezogen, und zwar die Alkoholextrakte von Xantha 3 
(nach der friiheren Bezeichnungsweise von Nilsson-Ehle = Gelb 8) 
und Virescens 6 (frither als Gelb 5 bezeichnet). Das Material ver- 
danken wir wiederum Herrn Prof. Dr. H. Nilsson-Ehle, Svaléf. 

Hinsichtlich der Methodik kénnen wir auf die erwiihnte 
vorhergehende Arbeit verweisen. Als Extraktionsmittel haben wir 
in allen Fiillen Athylalkohol verwendet. 

Die Ergebnisse unserer an Xantha und Virescens erhaltenen 
Messungen geben wir hier in Form von Schwiirzungskurven der 
Spektra an. Wie aus den Fig. 1—3 hervorgeht, zeigen die Ab- 
sorptionskurven fiir Xantha 1 normal (griin), Xantha 2 normal, 
Xantha 3 normal und defekt sowie Virescens 6 normal und defekt 
weitgehende Ubereinstimmungen. 

Sie alle besitzen niimlich eine Bande im Gebiet 320—340 mu, 
sowie eine im Gebiet bei 270 mu. Die Lage der Maxima dieser 
Bande variiert jedoch bei den erwiihnten Mutanten. Von Xantha 1 
sind bisher nur normale (griine) Mutanten untersucht worden. Ihre 
Maxima sind gegeneinander etwas verschoben: 

Xantha 1 gibt Bande I: 318 mu. — Bande II: 272 mu. 

Xantha 2 gibt Bande I: 330 mu. -- Bande II: 268 mu. 
Bei Xantha3 und Virescens 6 zeigen die Kurven fiir chlorophyll- 
normale und chlorophylldefekte Mutanten groBe Ubereinstimmung. 

Wie oben erwiihnt, zeigen die friiher untersuchten Mutanten 
Albina 1 und 2 erhebliche Unterschiede zwischen normalen und 
defekten Mutanten. 

Xantha 3 chlorophyllnormal besitzt Maxima bei 325 und 267 mu. 


Xantha 3 chlorophylldefekt ‘s " » 820 und 272 mu. 
Virescens chlorophyllnormal _,, - ., 831 und 269 mu. 
Virescens chlorophylldefekt __,, - », 837 und 271 mu. 


Der allgemeine Charakter dieser Kurven schlie8t sich am 
niichsten dem frither?) fiir chlorophyllnormale Albina 2 und 7 ge- 
fundenen an. 

Bei einem Versuch mit Virescens 6 wurde zum _ Alkohol- 
extrakt noch Ather sowie Wasser zugesetzt, bis sich zwei Schichten 
hildeten. Die Ultraviolettabsorption der beiden Schichten zeigte 
einen bedeutenden Unterschied. Die Atherschicht gab drei schmiilere 
Bande im Gebiet bei etwa 270 mu, wo der unbehandelte Alkohol- 
extrakt nur eine breite Bande gab. Die Wasser—Alkoholschicht 


1) Diese Z. 208, 48 (1982). 
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zeigte das Spektrum der urspriinglichen Lésung. Die diesen 
Spektren entsprechenden Kurven findet man in Fig. 4 wieder- 
gegeben. 

Fig. 5 gibt das Spektrum des Alkoholextraktes der pana- 
chierten Pelargonien. Die Lésung gibt starke Absorption mit 
Maximum bei 268 mu sowie schwache bei 356 my, welch letztere 
auf der Kurve Fig. 5 kaum hervortritt. 

Die auf einigen Kurven hervortretende Absorption iiber 400 mp 
riihrt von Chlorophyll her. 
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1, Atherschicht 
2. Wasser-Alkoholschicht 


I. Vergleich zwischen dem Chlorophyligehalt und der UV.-Absorption. 
In den untersuchten Fallen (Xantha 3 und Virescens 6) geht 
Chlorophyligehalt defekt 
Chlorophyligehalt normal 
gleichen Verhiltnis der im Ultraviolett absorbierenden Substanzen, 
sondern ist wesentlich geringer. Dabei wird vorausgesetzt, dab 
die gleichen Substanzen in den normalen und den chlorophyll- 
defekten Blittern die Absorption hervorrufen. 
Xantha 3. Defekt. 5 St. Keimblitter (0,137 g) extrah. mit 6 ccm Alkohol 
Normal. 5 St. + (0,179 g) ,, » ecm  ~,, 


Virescens 6. Defekt. 10 St. 34 m ,» 10cem _,, 
Normal. 10 St. ‘ m , 10cem ,, 


das Verhiltnis nicht parallel mit dem 
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Tabelle 1. 
Chlorophyligehalt | UV-absorbierende 
— Substanz = 
normal normal 
Xantha 3 per Keimblatt. .. . 0,105/1 0,87/1 
2 a ae — 0,137/1 1,10/1 
Virescens 6 per Keimblatt .. . 0,5/1 1,2/1 


Es hat den Anschein, als ob die im UY. absorbierende Sub- 
stanz auf Kosten des Chlorophylls gebildet wiirde. 

Bei Xantha 1 chlorophylidefekt wurde untersucht, wie der 
Chlorophyligehalt der einzelnen Keimbliitter variiert. Die Be- 
stimmung wurde colorimetrisch ausgefiihrt, wobei der Extrakt 
eines Keimblattes von Xantha 1 normal als Standardlésung ver- 
wendet wurde. Auf diese Weise wurde der Grad des normalen 
Chlorophyligehaltes bei den defekten Xantha 1-Keimbliattern 
erhalten. 


Tabelle 2. 





s5|o6|7]|s|o 


0,20] 0,21 | 0,25 





Keimblatt Nummer. . . | 1 | 2 | 3 | 4 





0,17] 0,19 | 0,25 





ee ee ee ee [018] 0,16] 0,25 


/0° 
Wir finden also Variationen im Chlorophyllgehalt wie 16:25 
oder rund wie 2:3. 


Wir stellen in Tab. 3 die Absorptionsmaxima zusammen. 


Tabelle 3. 

















— Absorptionsmaxima 
Linie in mu Figur 

Xantha l normal. ....... 318 272 1 
Xantha 2 normal. ....... 330 268 
Xantha 3 normal. ....... 325 267 2 
eS 2 320 272 
Virescens 6 normal ....... 331 269 3 
Virescens 6 defekt ....... 337 271 
Virescens 6 defekt: 

l. Atherschicht ....... 298, 285, 274 4 

2. Wasser—Alkoholschicht. . . 336 268 
Pelargonium . . 2.6 8 sees 356 268 5 
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II. Uber den Tryptophan- und Tyrosingehalt der Laubblatter 
von Gerstenmutanten. 


Nach dem 8. 53 erwihnten Befund von Euler und Hell- 
strém enthilt der Alkoholextrakt der Laubblitter von Albina 1 
und 3 eine Indolkomponente, welche in Albina 2 und 7 spektro- 
metrisch nicht hervortritt. Nach den Léslichkeitsverhiltnissen 
ist es nicht wahrscheinlich, da die fiir Indol charakteristische 
Absorptionsbande der Extrakte von Albina 1 und 3 auf Trypto- 
phan zuriickzufiihren sei. Immerhin schien es uns notwendig, 
quantitative analytische Versuche anzustellen iiber den Tryptophan- 
sehalt der Laubblitter der verschiedenen Gerstenmutanten, und 
damit einige friihere orientierende Versuche zu ergiinzen. 

Diese Versuche sind in der folgenden Weise angestellt 
worden: 


Die Gerstenkérner wurden wihrend 2—3 Tagen auf Filtrierpapier 
im Dunkeln und hierauf im Licht (unter Glas) bei etwa 20° gekeimt mit 
Ausnahme von Virescens, dessen Samenk6rner wir im Licht (10--15°) keimen 
lieBen. Die Laubblitter wurden am Korn abgetrennt, dann zerschnitten 
und hierauf bei 40° wiihrend 2 Tagen getrocknet. Die in der Tabelle 
angegebenen Gewichte sind Trockengewichte. 

AuBer dem Tryptophan wurde auch das Tyrosin bestimmt und zwar 
nach der von Folin und Ciocalteu’) angegebenen Methode. 

Es wurden also etwa 0,3 g Trockensubstanz mit 15 cem 20 °/,iger 
Natronlauge 18—20 Stunden auf dem Sandbad hydrolysiert. Nach der 
Hydrolyse Zusatz von 10 ccm Wasser. Hierauf wird der Kolben vom Sandbad 
entfernt und 10 ccm 14 n-Schwefelsiure wurden vorsichtig zugesetzt. Die 
Lésung wird abgekiihlt, auf 50 cem verdiinnt und filtriert. 

Zu 8cem des Filtrates wurden tropfenweise 4 cem 15°/,ige Liésung 
von HgSO,, gelést in 6 n-Schwefelsiure, zugesetzt. Nach 3 Stunden wird 
abzentrifugiert, die Lisung, welche Tyrosin enthielt, wurde dekantiert und 
die Fallung mit 10 cem 1,5°/,iger Lésung von HgSO,, gelést in 2n- 
Schwefelsiure, gewaschen. 

Die Fallung wurde mit 10 cem 1 n-Salzsiiure versetzt und die Mischung 
auf dem kochenden Wasserbade 10 Minuten lang erwiirmt. Hierauf wurde 
H,S eingeleitet, das Schwefelquecksilber abzentrifugiert und mit Schwefel- 
siiure gewaschen. Der Schwefelwasserstoff wird durch Kochen vertrieben 
und die Lésung abgekiihit. 

Als Standard wurde 1 mg Tyrosin, gelést in 5cem 2n-H,SO, ver- 
wendet. Dazu 35ccm Wasser und sowohl zur Standardlésung als zur 
Probe 25 cem gesiittigte Sodalésung sowie 5 ccm Wolframat-Reagens. Nach 
30 Minuten werden beide Lésungen auf 100 ccm verdiinnt und colorimetriert. 
1,13 mg Tryptophan entspricht 1 mg Tyrosin. 


1) Folin u. Ciocalteu, J. of biol. Chem. 73, 627 (1927). 
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Nach dieser Methode wurden die folgenden Resultate ge- 
wonnen, und zwar sind die hier angegebenen Mittelwerte das 
Ergebnis aus mindestens 2 Einzelbestimmungen. 


Tabelle 4. 





























— — Trypto- 
Sippe und Jahrgang Farbe ante Gewicht | Tyrosin hin 
Tage mg of, of, 
Albina 1; 27-1099 . . weiB 7 101] 1,57 - 
griin 7 214 1,55 
29-1508 . .| grin 7 280 1,52 _ 
weib 7 169 1,41 ~— 
griin 10 472 1,40 0,40 
weib 10 385 1,37 0,37 
Albina 2; 29-1512 .. weib 7 115 1,51 — 
griin 7 212 1,42 — 
griin 6 169 1,45 — 
griin 8 343 1,60 0,85 
griin 8 405 1,61 0,73 
griin 9 44] 1,46 0,61 
weib 9 355 1,32 0,67 
Albina 3; 31-3226 . . grin 7 443 1,55 0,80 
weib 7 235 1,26 0,50 
griin 9 450 1,52 0,71 
weib 9 364 1,29 0,58 
Albina 7; 27-1124 griin 10 375 1,50 0,77 
weiB 10 213 1,32 0,58 
grin 10 411 1,54 0,54 
Xantha 1; 31-3233 . . griin 7 252 1,62 -— 
29-1520 . . griin 7 285 1,32 -~ 
gelb 7 245 1,27 -- 
griin 8 308 1,41 0,61 
gelb 8 189 1,44 0,59 
Xantha 2; 31-3234 . . griin 10 440 1,53 0,61 | 
gelb 10 178 1,16 0,53 
griin 10 398 1,52 0,62 
gelb 10 296 1,68 0,53 
Xantha 3; 29-1526. . griin 8 449 1,58 0,74 
gelb 8 213 1,58 0,46 
31-3241 . . grin 10 536 1,63 0,80 
gelb 10 246 1,49 0,77 
Alboxantha 1; 29-1579] = grin 9 381 1,37 0,41 
gelb 9 251 1,50 039 
31-3245] griin 8 513 1,55 0,74 
gelb 8 425 1,78 0,90 
Virescens 6; 31-3249 . griin 24 507 1,55 0,45 








III. Magnesiumgehalt der Laubblatter von Gerstenmutanten. 
Die ersten Versuche iiber eventuelle Unterschiede des Mg- 
Gehaltes der Laubblitter von Gerstenmutanten wurden von Kuler 
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und Runehjelm!) beschrieben. Aus den dort angegebenen Ver- 
suchen war geschlossen worden, dab der Gesamt-Mg-Gehalt der 
chlorophylidefekten Laubblitter (in der zitierten Mitteilung als 
Keimbliitter bezeichnet) von Albina 1 unter demjenigen der chloro- 
phyllnormalen liegt, und zwar wurde die Differenz damals auf 
etwa 80—40°;, des normalen Mg-Gehaltes geschiitzt. 

Schon damals war die Frage aufgeworfen worden, ob diese 
Mg-Ditferenz etwa dem Magnesium der im gleichen Blattgewicht 
normal vorkommenden Chlorophyllmenge entspricht. Eine Uber- 
schlagsrechnung ergab per Gramm Laubblatt 40 y Chlorophyll-Mg. 
Somit enthielt 1 g Laubblatt (etwa 14 Tage alt) 300 y Total- 
magnesium. 

In den Kérnern wurden dagegen keine Unterschiede in der 
Mg-Konzentration gefunden. 

In der gleichen Mitteilung von Euler und Runehjelm 
wurden auch unsere Versuche iiher Mg-Porphyrine erwiihnt. Es 
waren die in Methylalkohol léslichen organischen Mg-Verbindungen 
in ihrer Gesamtheit extrahiert worden und nach unseren Mes- 
sungen wiirden die Methanol-léslichen Mg-Verbindungen rund 25°/, 
des Gesamt-Mg ausmachen. 

Etiolierte und griine Pflanzen sind im Institut von K. Noack 
von Rissmann?) untersucht worden.’) 

Zwischen Panachiiren und chlorophyllfreien Gerstenkeimlingen 
vom Albina- und Xanthatyp bestehen manche Analogien.*) 

Bei den hier mitzuteilenden Versuchen haben wir uns wie friiher der 
colorimetrischen Methode zur Magnesiumbestimmung bedient, welche von 
Friedrich L. Hahn®*) angegeben worden ist. Wir haben dieselbe in einer 
vorhergehenden Arbeit gepriift®) und mit der spektrometrischen Methode 
von Lundegardh’) verglichen, welche ja, wenn es sich um die gleichzeitige 
Bestimmung mehrerer Metalle handelt, sehr gute Dienste tut. 


Die Hahnsche colorimetrische Methode beruht bekanntlich auf der 
Bildung farbiger Mg-Salze mit Tetra-Oxy-Antrachinon. 


') Euler u. Runehjelm, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10 A, Nr.10, 1930. 

*) Rissmann, Dissertation, Erlangen 1929. 

*) J. P. Jones hatte chiorophyllnormale und chlorotische Laubbliitter 
von Korn verglichen und in den normalen stets einen gréBeren Magnesium- 
gehalt gefunden [J. of agricult. Research. 39, 873 (1929)]. 

*) Vgl. hierzu Euler, Hertzsch, Forssberg u. Hellstrém, Z. f. 
ind. Abst. u. Vererb.-Lehre 60, 1 (1931). 

») Fr. L. Hahn, Mikrochemie, Pregl-Festschr. 127 (1929). 

*) Euler, Hellstré6m u. Runehjelm, Diese Z. 187, 127 (1929). 

‘) Lundegardh, Die quantitative Spektralanalyse, Jena, Fischer 1929. 
Vgl. auch Lundegirdh, Die Nihrstoffe der Pflanze, Jena, Fischer 1932. 
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Versuche. 
Die untersuchten Laubblitter wurden zuerst bei 65—70° 20 Stunden 
getrocknet, dann weitere 24 Stunden bei 100°. Die Zahlenergebnisse findet 
man in der Tab. 5. Die Laubblatter sind am 7. Keimungstag abgeschnitten. 


Tabelle be 





| |Mginy,| 
Frisch- | Trocken- des Mittel 


gewicht | gewicht Trocken- 
gew ichtes 


Sippe 


Albina 1, 29-1508, griin belichtet . 0,966 0,0901 
am i 0,933 0,0856 

weiB belichtet . 0,683 0,0603 

weiB unbelichtet 1,680 0,1368 

mm - 1,482 0,1196 
gelb unbelichtet 1,379 0,1118 
” % 1,151 0,0954 


Albina 2, 29-1512, griine Keiml. + 
Samen u. Wurzel 

belichtet . l, 

griin belichtet . 0, 

weiB belichtet . l, 

1,2 

0 


“ 


SH HR Or Ww +) 


wu Ne 


0,15 


~~ Ne 


eee esee | 
eel ell cell cl ee eo) 


“ 





24 0,2263 0,13 

2 0,0840 0,13 | 0.15 
7 0,1248 0,15 ‘ 
gelb unbelichtet 24 0,0937 0,19 


Albina 3, 28-1259, weiB unbelichtet 573 0,0383 0,15 
gelb unbelichtet 1,004 0,0665 0,28 

31-3226, weiB unbelichtet 0,942 0,0749 0,21 > 0,21 

gelb unbelichtet | 0,911 0,0763 0,20 

griin belichtet . 1,497 0,1438 0 21 


Albina 7, 27-1124, gelb unbelichtet 1,373 0,0999 0,14 





‘ fi 1,879 0.1542 | 0,12 

» we 1,989 0,1596 0,18 

weiB unbelichtet | 0,583 0,0388 0,14 
mt . 1,381 0.1127 | 0.11 0,14 





- - 1,437 0,1144 0,10 
griin belichtet . 1,247 0,1149 0,15 
" . 1,153 0.1072 | 0,17 
weiB belichtet . 1,444 0,1294 0,18 
Xantha 1, 31-3233, griin belichtet . 0,906 0,0867 0,15 0.15 
29-1520, griin belichtet . | 0,937 0,0898 | 0,15 - 
Xantha 2, 31-3237, griin belichtet . | 0,762 0,0922 0,09 0,09 
Xantha 3, 31-3241, gelb belichtet . | 0,447 0,0535 0,11 














am 7 0,479 0,0556 0,14 0.12 
griin belichtet . 0,980 0,1076 0,12 rr 
is m 0,9055 0,0989 0,10 


Zwischen dem Mg-Gehalt derchlorophyllnormalen und der chloro- 
phylldefekten Laubblitter konnten wir diesmal keinen Unterschied 
konstatieren. Der Mittelwert des prozentischen Mg-Gehaltes ist bei 
Albina 3 gréBer als bei den iibrigen Albina; bei Xantha 3 kleiner als 
bei Xantha 1. Diese Unterschiede kénnen aber zufiillige sein. 































Uber Verbindungen vom Typus: 
Aminosaure-[2,5-dioxopiperazin] und ihr Verhalten gegentiber 
Sdure, Alkali und Fermenten. 

Von 


Emil Abderhalden und Ernst Schwab. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitét Halle a. 8.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. August 1932.) 


Beim Erwiirmen von Leucyl-glycyl-leucin mit Glycerin ent- 
stand eine Verbindung!), die sowohl Ninhydrinreaktion als auch 
die Anhydridreaktionen gab; die Biuretreaktion war negativ. Der 
Stickstoffwert stimmte auf eine Verbindung der Struktur Leucyl- 
[glycyl-leucin-anhydrid]. Verbindungen mit gleichen Kigenschaften 
und Analysenergebnissen, die auf die erwihnte Kombination eines 
2,5-Dioxopiperazins mit einer Aminosiiure hinweisen, wurden 
weiterhin beim Stehenlassen von Tripeptidestern in ammoniakalisch- 
alkoholischer Lésung erhalten.?) Ferner wurden entsprechende 
Produkte beim stufenweisen Abbau von EiweiBstoffen beobachtet.°) 
Der Annahme der erwihnten Struktur stehen gewichtige Bedenken 
gegeniiber. Es gelang niimlich bislang nicht, entsprechende 
Kombinationen durch Vereinigung von 2,5-Dioxopiperazin mit 
Aminosiuren herzustellen. Es gliickte wohl, Glycinanhydrid mit 
Chloracetylchlorid und ferner mit a@-Bromisocapronylchlorid zu 
kuppeln und 1,4-Dichloracetyl- bzw. Di-a-bromisocapronyl-glycin- 
anhydrid in reinem Zustand zu isolieren. Beim Versuch, die 
beiden Verbindungen zu aminieren, erfolgte jedoch Aufspaltung 
unter Bildung von Glycinanhydrid.*) Es haben ferner vor einiger 
Zeit Max Bergmann und Mitarbeiter®) der Vermutung Ausdruck 
gegeben, daB Verbindungen, bestehend aus Dioxopiperazinen, die 





1) E. Abderhalden u. E. Schwab, Diese Z. 148, 254 (1925). 

*) Dieselben, Diese Z. 158, 66 (1926); 164, 274 (1927). 

8) E. Abderhalden u. E. Komm, Diese Z. 136, 134 (1924). 

*) Abderhalden u. E. Klarmann, Diese Z. 135, 199 (1924). 

*) M. Bergmann, V. du Vigneaud u. L. Zervas, B. 62, 1909 (1929). 
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am Stickstoff durch Aminosiuren substituiert sind, in freiem 
Zustand nicht bestiindig sind. 

Wir haben unsere Beobachtungen iiber die Verwandlung von 
‘Tripeptidestern in Verbindungen, die sowohl Ninhydrinreaktion 
als auch Anhydridreaktionen geben, und deren Analysenwerte mit 
der Annahme einer Kombination zwischen einem 2,5-Dioxopiperazin 
und einer Aminosiiure gut iibereinstimmen, im Laufe der letzten 
Jahre weitergefiihrt. Ks wurden immer wieder, in allerdings 
wechselnder und mehr oder weniger geringer Ausbeute, Verbin- 
dungen der oben erwihnten Art erhalten. Sie erwiesen sich als 
einheitlich. Auch die Ergebnisse der Molekulargewichtsbestim- 
mungen sprechen fiir Verbindungen der erwihnten Art. Offen 
blieb die Frage der Einfiigung der Aminosiiure in den 2,5-Dioxo- 
piperazinring. Von all den ausgefiihrten Versuchen sei hier nur 
liber diejenigen berichtet, die zum Ziel hatten, entsprechende Ver- 
bindungen aus optisch aktiven Tripeptidestern herzustellen. Aus- 
vegangen wurde yon 1|-Leucyl-glycyl-l-tyrosin, 1l-Leucyl-glycyl-l- 
leucin und 1-Leucyl-glycyl-l-serin. Leider erwies sich das aus 
letzterer Verbindung gewonnene Leucy|-[{glycyl-serinanhydrid] 
als optisch-inaktiv. Bei der Benzoylierung des 1-Leucyl-[glycyl- 
l-tyrosinanhydrid] erhielten wir ein Dibenzoylprodukt, das keine 
Anhydridreaktionen mehr gab. Die Millonreaktion fiel negativ aus. 
Bei der totalen Hydrolyse wurden O-Benzoyltyrosin, N-Benzoyl- 
leucin und Glykokoll erhalten. Die Dibenzoylverbindung entsprach 
in ihren Eigenschaften und nach den Analysenergebnissen einem 
Dibenzoyl-leucyl-glycyl-tyrosin, d. h., es war bei der Kuppelung mit 
Jenzoylchlorid der Diketopiperazinring aufgegangen. Den gleichen 
Vorgang beobachteten wir bei der Kinwirkung von verdiinnter Lauge 
auf das erwiihnte Anhydrid. Es trat Biuretreaktion auf. Leucin, 
dessen Abspaltung wir erwartet hatten, trat nicht in Erscheinung. 
Kin Vergleich mit dem Verhalten von Glycyl-tyrosinanhydrid gegen- 
iiber Alkali der gleichen Konzentration zeigte, daB in dem mit einer 
Aminosiiure kombinierten entsprechenden Anhydrid eine Lockerung 
des Diketopiperazinringes erfolgt ist. Bei der Einwirkung von ver- 
diinnter Siiure auf 1-Leucyl-[glycyl-l-tyrosinanhydrid] konnten 
Leucin und Glycyl-tyrosinanhydrid nachgewiesen werden. Erepsin 
griff das in Frage stehende Anhydrid nicht an, wohl aber Trypsin- 
Kinase. Isoliert werden konnten Tyrosin und Leucyl-glycin, woraus 
hervorgeht, daB der Diketopiperazinring aufgespalten worden ist. 
Aller Wahrscheinlichkeit nach ist voriibergehend das entsprechende 
Tripeptid entstanden. 
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Leucyl-[glycyl-serinanhydrid] wurde von Erepsin angegriflen. 
Nachgewiesen werden konnte unter den Spaltprodukten Leucin. 
Trypsin-Kinase veriinderte das genannte Anhydrid nicht. Bei der 
Einwirkung von verdiinnter Lauge auf 1|-Leucyl-[glycyl-l- 
leucinanhydrid] wurde eine ungleich raschere Zunahme des 
Carboxylwertes im Vergleich zur Zunahme an NH,—N festgestellt. 
Dieser Befund kénnte an und fiir sich durch Absprengung des 
Leucinrestes bedingt sein, aber auch durch Aufsprengung des 
Anhydridringes an dem mit dem Leucin verkniipften N-Atom. 
Im ersteren Falle miBte Leucyl-glycinanhydrid iibrigbleiben, 
das dann der Aufspaltung durch Alkali unterliegen wiirde. Ein 
Vergleich des zeitlichen Verlaufs der Hydrolyse yon Leucyl- 
[glycyl-leucinanhydrid] mittels verdiinnter Lauge mit demjenigen 
von Leucyl-glycinanhydrid macht es in hohem Grade _ wahr- 
scheinlich, daB zunichst das Tripeptid Leucyl-glycyl-leucin ent- 
standen war. Es blieb nimlich die Zunahme an NH,—N weit 
hinter derjenigen zuriick, die bei der Kinwirkung von verdiinntem 
Alkali auf Leucyl-glycinanhydrid in Erscheinung trat. Im gleichen 
Sinn spricht die Beobachtung, daB schon in den ersten Stunden 
der Einwirkung von verdiinntem Alkali auf die erwihnte Amino- 
siure-[diketopiperazin]-Verbindung die Biuretreaktion, die bei 
Beginn des Versuchs negativ war, positiv ausfiel. Gleichzeitig 
nahmen die Anhydridreaktionen an Intensitiit ab. Wir versuchten, 
den Gang der Hydrolyse durch Isolierung der sich bildenden 
Produkte aufzukliren. Der Erfolg war kein vollstiindiger. Sicher 
steht fest, daB Leucin innerhalb der Beobachtungszeit nicht in 
Erscheinung trat. Allem Anschein nach lag ein Gemisch von 
unverindertem Anhydrid und dem Tripeptid vor. Erepsin griff 
die Verbindung schwach an, Trypsin-Kinase gar nicht. 

Alle erhobenen Befunde stehen in Einklang mit der Annahme 
von Verbindungen der Struktur von Aminosiiure-[2,5-Dioxopipera- 
zin|-Verbindungen. Von besonderer Bedeutung ist die Beobachtung 
einer starken Labilisierung des Anhydridringes durch die Kin- 
fiigung einer Aminosiiure. Der Umstand, daf Fermente Ver- 
bindungen der genannien Art unter Aufsprengung des Diketo- 
piperazinringes aufspalten, macht den von verschiedenen Seiten 
erhobenen Einwand, wonach die Nichtaufspaltbarkeit von 2,5- 
Dioxopiperazinringen durch Fermente und auch durch jene Hydro- 
xylionenkonzentration, die im Darmkanal verfiigbar ist, gegen eine 
Beteiligung von Ringsystemen der genannten Art am Aufbau von 
KiweiBstoffen (insbesondere von verdaulichen) sprechen, hinfillig. 
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Experimenteller Teil. 


Darstellung von l1-Leucyl-[glycyl-l-tyrosinanhydrid}. Fiir die Be- 
reitung des |-Leucyl-glycyl-l-tyrosins wurden jeweils 9 g Glycyl-l-tyrosin 
((a]7,°° = + 42,5°) gelést in 2 Mol n/1-NaOH, mit 10 g (1,2 Mol) d-a-Bromiso- 
capropylchlorid von [a@]?°* + 47,6° und 65 ccm Normallauge (1,5 Mol) in vier 
Portionen gekuppelt. Gegen Ende der Reaktion fielen aus der alkalischen 
Lésung 1,2 g in pulveriger Form aus. Nach Filtration wurde mit 5 n-Salz- 
siiure schwach iibersiuert. Die sich dlig ausscheidende Masse wurde nach 
Dekantieren der Mutterlauge zweimal mit kaltem Wasser bis zur Chlorfrei- 
heit gewaschen und nach dem Trocknen im Exsiccator mit Petrolither ver- 
rieben, worauf sich die Substanz augenblicklich verfestigte und pulverisierbar 
wurde. Ausbeute 5,2 g. Aus Alkohol (sehr leicht léslich) krystallisiert die 
Verb. in Sternchen, die bei 92° scharf schmelzen. Den gleichen Schmelz- 
punkt zeigte das vor dem Ansiuern ausgefallene Produkt. 

0,0883 g verbr. 4,8 eem n/10-H,SO,; 15,36 mg: 7,06 mg AgBr (Carius). 

Fiir C,,H,,0,N,Br (415,11) Ber. N 6,75 Br 19,25 
Gef. ,, 682 ,, 19,56. 

0,295 g, in absol. Alkohol zu 10 ccm gelést, drehten im 1 dm-Rohr 
a =+ 1,44°; woraus [a]?°° =-+ 48,8°. 

Der Bromkérper wurde mit der 5 fachen Menge 25°/,igem Ammoniak 
8 Tage bei 37° aufbewahrt. Aus dem Eindampfriickstand wurde das Tri- 
peptid von Bromammon nach der Silbersulfat-Barytmethode befreit. Um- 
krystallisation aus wiBriger Lésung unter Zusatz von Alkohol. Tafelformige 
Krystalle, Schmelzp. 185°. Leicht léslich in Wasser, in organischen Lésungs- 
mitteln unldslich. 

0,0416 g verbr. 8,6 cem n/10-H,SO,; 10,5 mg gaben 0,430 mg NH,-N 
(van Slyke). 

Fiir C,,H,,0,N, (351,2) Ber. N 11,97 NH,-N 3,99 
Gef. ,, 12,1 a * ? 

0,2998 g, gelést in H,O zu 10 cem, gaben im 1 dm-Rohr « = + 0,55°, 
woraus [a]?°° = + 18,3° 

Uberfiihrung von 1-Leucyl-glycyl-l-tyrosin in 1-Leucyl-glycyl-1- 
tyrosinmethylesterchlorhydrat wurde durch Einleiten von trockener Salz- 
siiure in trockenen, das Tripeptid in feinpulvriger Form enthaltenden Methy!l- 
alkohol herbeigefiihrt. 

Einwirku..z von Ammoniak auf 1-Leucyl-l-glycyl-l-tyrosin- 
methylester. 30g salzsaurer Ester wurden in 500 cem methylalkohol. 
Ammoniak 8 Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Keine Abscheidung. 
Die Lésung wurde mehrmals bei méglichst niederer Temperatur unter 
jeweiligem Zusatz von Methylalkohol unter vermindertem Druck zur Trockne 
verdampft und der briiunlich aussehende Riickstand mit Wasser ausgelaugt. 
Der griBte Teil blieb ungelést. Aus dem wiB8rigen Auszug konnten nach 
Entfernung des Bromammons mittels Silberazetates 0,4 g einer Substanz 
isoliert werden, deren Analysenwerte und sonstige Eigenschaften mit Leucyl- 
glycyl-tyrosinamid iibereinstimmten: Ninhydrin-, Biuret- und Millon- 
reaktion positiv; Nessler gab nach Erwiirmen mit Natronlauge einen 
braunen Niederschlag. 
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Uber Verbindungen v. Typus: 


0,0520 g verbr. 5,85 cem n/10-H,SO, (Kjeldahl); 0,0923 g verbr. 
2,53 eem n/10 H,SO, (Ammoniakbestimmung). 

Fiir C,,H,,0O,N, (350,2) Ber. N 16,0 NH,-N 4,0 
Gef. ,, 15,76 ~~ 

Der bei der Behandlung mit Wasser nicht geléste Anteil ging nach 
dem Trocknen mit abs. Alkohol gréBtenteils in Lésung, wiihrend eine gelb- 
liche kriimelige Substanz zuriickblieb, die in der Hauptsache aus Glycy|- 
tyrosinanhydrid bestand. Die alkohol. Lésung wurde im Vakuum ein- 

gedampft und der verbleibende sirupése Riickstand mit einem aus Chloro- 

form und Ather bestehenden Gemisch ausgezogen , das nicht umgesetzten 
Ester herausléste. Der Riickstand wurde in abs. Alkohol aufgenommen 

und mit Tierkohle entfirbt. Der bei langsamem Verdunsten des Alkohols 
sich bildende Niederschlag zeigte unter dem Mikroskop einheitliches Aus- 
sehen (tafelformige Krystalle) und gab positive Ninhydrin-, Dinitrobenzoe- 
siiure- und Millonreaktion; keine Biuretreaktion. Es wurde noch einige 
Male aus Alkohol umkrystallisiert. Im Mikroschmelzpunktapparat von Klein 
wurde bei 275° Zersetzung beobachtet. Ausbeute etwa 25°/,, berechnet 
auf den Ester. 

2,571 mg gaben 5,74 mg CO,, 1,580 mg H,O, 0,014 mg Asche; 0,032 g 
verbr. 2,85 ccm n/10-H,SO,; 15,6 mg gaben 0,639 mg NH,-N. 

Fiir C,,H,,0,N, (332,2) 
Ber. C 61,23 H 6,96 N 12,61 NH,-N 4,2 
Gef. 5, 60,9 » 6,88 5, 12,48 * 4,1 Asche 0,54. 

0,021 g, gelést in verd. Ammoniak zu 1,5 cem, zeigte « = + 0,12° im 
1 dm-Robr; woraus [a]?°* = + 8,6° 

Die Molekulargewichtsbestimmungen, ausgefiihrt nach der ebullio- 
skopischen Methode im Mikroapparat nach Rupe: 

1. angewandt 1,05°/,ige Lésung in Chloroform (K = 3,88, bzw. auf 
1000 g) 4 = 0,145°. 

2. 1,6°/,ige Losung; d = 0,203° 

Mol.-Gew. Ber. 333,2 Gef. 281, 305. 

Vollstindige Hydrolyse. 1g mit 10 cem 25°/,iger Schwefelsiure 
10 Stunden am RiickfluB erhitzt. Isoliert 0,52 g Tyrosin, 0,42 g Leucin als 
Kupfersalz und 0,3 g Glykokoll als Esterchlorhydrat. 

Benzoylierung. 0,25 g wurden in wiéBriger Lésung mit Natrium- 
bicarbonat und Benzoylchlorid, beide in griéBerem Uberschu8, gekuppelt. 
Aus der alkalischen Liésung hatte sich am Schlusse eine klebrige Masse 
abgeschieden. Diese wurde abgetrennt und wiederholt aus Alkohol durch 
Atherzusatz umgefillt. LErhalten wurde eine pulverige Substanz (0,12 g), 
die sich beim Erhitzen auf 155° zersetzte. Sie gab im Gegensatz zum Aus- 
gangsmaterial keine Anhydridreaktion mehr. Millon negativ. 

0,0317 g verbr. 1,65 cem n/10-H,SO, = 7,29°/, N, ber. fiir die Dibenzoyl- 
verbindung des 1-Leucyl-glycyl-tyrosinanhydrids 7,76°/, N und diejenige 
des Tripeptids 7,51°/, N. 

3,314 mg gaben 7,71 mg CO, und 1,535 mg H,0O. 

Fiir gr gga oan specu apa 


C,,H,,0,N, (541,38) Ber. C 68,72 H5 N 7,76 
Fiir das Dibenzoyltripeptid C,,H,,0,N, Ber. C a H 5,95 N 7,51 
(559,28) Gef. ,, 65,9 ,, 5,88 ,, 7,29. 
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Totalhydrolyse des Dibenzoylproduktes. 1,2 g Substanz wurden mit 
20 cem 5n-Salzsiure 7 Stunden unter Riickflu8 erhitzt. Isoliert wurden 
o-Benzoyltyrosin und daraus durch Kinwirkenlassen von n/10-Natronlauge 
(3 Stunden bei 87°) Tyrosin (0,32 g), ferner Glykokoll (als Esterchlorhydrat 
0,2 g, Schmelzp. 145% und Benzoylleucin (0,35 g) aus Chloroform in tafel- 
férmigen Krystallen, Schmelzp. 131/132°. 


39,8 mg verbr. 1,65 ccm n/10-H,SO,. 
Fiir C,,H,,O, (235) Ber. N 5,95 Gef. N 5,8. 


Darstellung von 1-Leucyl-[glycyl-l-leucin]- und Leucyl-(glycyl- 
serinanhydrid}. In beiden Fillen wurde von den entsprechenden Tri- 
peptidestern ausgegangen. Das Verfahren war das gleiche, wie beim 1-Leucy]- 
[glycyl-tyrosin-anhydrid].') Wiihrend das aus |-Leucyl-glycy]-l-leucinmethyl- 
ester erhaltene Anhydrid optisch-aktive Eigenschaften zeigte, war das er- 
haltene Leucyl-(glycyl-serinanhydrid] optisch inaktiv. 

l-Leucyl-(glycyl-l-leucinanhydrid] zeigte nach wiederholtem 
Umkrystallisieren aus Alkohol Schmelzp. 250°. Es wird aus seiner wiBrigen 
Lésung durch Sublimat, Gerbsiure und Phosphorwolframsiiure gefillt und 
gibt positive Ninhydrin- und Pikrinsiurereaktion. 


3,968 mg 8,621 mg CO, und 3,07 mg H,O; 0,0351 mg verbr. 3,75 ecm 

n/10-H,SO,; 09,0140 mg 0,703 mg NH,-N. 
Fiir C,,H,,0,N, (283,38) Ber. C 59,30 H 8,90 N 14,83 NH,-N 4,94 
Gef. ,, 59,25 , 8,66 , 1497 , 5,02. 


0,1491 g, gelést in Methylalkohol zu 10 cem, gaben im 1 dm-Rohr 
« = + 0,10°; woraus [«]2°° = + 6,7°. 

Molekulargewichtsbestimmung: Einwage: 2,3°/,ige wiaBrige Liésung 
(K = 0,52, bezogen auf 1000 g) 4 0,05°. 2,75°/,ige Lésung; 4 = 0,057°. 
Mol.-Gew. gefunden 239; 251, berechnet 283. 


Das als Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung von Leucyl-(glycyl-serin- 
anhydrid] dienende 1-Serin besaB eine spez. Drehung von + 10,5° (in salz- 
saurer Lésung) und das daraus gewonnene Glycyl-l-serin [a]?°° = + 6,2° 
Das hieraus durch Kuppelung mit d-«-Bromisocapronylchlorid ((«), = + 45,7° 
erhaltene d-a-Bromisocapronyl-glycyl-l-serin krystallisierte aus Alkohol in 
prismatischen Tafeln vom Schmelzp. 103°. 

0,0378 g verbr. 2,2 eem n/10-H,SQ,. 

Fiir C,,H,,O;N,Br Ber. N 8,26 Gef. N 8,15. 

0,0748 g, gelést in Alkohol zu 1,5 ccm, zeigte im 1 dm-Rohr « = + 1,84°, 
woraus [a], = + 36,8° 

]-Leucyl-glycyl-l-serin bildet, aus Wasser umkrystallisiert, zu Drusen 
vereinigte Krystalle, die bei 241° schmeizen. 


0,0174 g verbr. 1,9 ccm n/10-H,SO,, 14,6 mg gaben 0,756 mg NH,N. 


Fiir C,,H,,0,Ns (275,17) Ber. N 15,27 NH,-N 5,09 
Gef. ,, 15,8 » 8,88. 


0,0461 g, gelést in Wasser zu 1,5 ccm, zeigten im 1 dm-Rohr « = + 0,44°, 
woraus [a]2°° = + 14,3°% 


1) Vgl. auch diese Z. 158, 66 (1926); 171, 78 (1927). 
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Leucyl-[glycyl-serinanhydrid) schmilzt nach Umkrystallisieren aus 
Alkohol bei 248/249°. Positive Ninhydrin- wie Anhydridreaktionen; Fallung 
aus wibriger Lisung durch Sublimat und Tannin. 


3,529 mg gaben 6,62 mg CO, und 2,31 mg H,O; 0,0277 g verbr. 3,1 ecm 
n/10-H,SO,; 12,3 mg gaben 0,688 mg NH,-N. 
Fiir C,,H,,O,N, (257,2) Ber. C 51,33 H 7,45 N 16,35 NH,-N 5,45 
Gef. ,, 51,16 ,, 7,82 ,, 16,26 » 95,60. 
Molekulargewichts-Bestimmung angewandt: 1. 1,23°/, ige waBrige 
Lésung: 4 = 0,03. 2. 1,5°%,ige Lésung: 4 = 0,035. Mol.-Gew. ber. 257, 
gef. 218, 223. 


Aufspaltungsversuche. 


1. 1-Leucyl-[glycyl-l-tyrosin-anhydrid}. A. Einwirkung von 
Lauge. 83 mg Substanz + 5 cem n/10-NaOQH. Zur Bestimmung angewandt 
1 ccm. 


Zeit in Stunden mg NH,-N Zunahme Spaltung in °/, 


0 0,694 —_ 
3 0,754 0,060 ~ 
18 0,896 0,202 28 


In einem zweiten, analogen Versuch wurde nach 20 stiindiger Laugen- 
einwirkung neutralisiert und die mit Wasser verdiinnte Lésung mit frisch 
gefilltem Kupferoxyd erhitzt. Es gelang nicht aus dem blaugefiirbten Filtrat 
das schwerldésliche Kupfersalz des Leucins zu isolieren. Die Laugenwirkung 
bestand demnach in der (teilweisen) Aufsprengung des Anhydridringes. Es 
fiel die Biuretprobe deutlich positiv aus. 

B. Einwirkung von Siéiure. 124 mg Substanz + 5 n-Salzsiiure. 
Nach 48 Stunden wurde die mit Wasser auf 300 ccm verdiinnte Lésung 
mit Natronlauge neutralisiert und mit Kupferoxyd lingere Zeit erhitzt. Die 
heiB filtrierte Lésung wurde auf dem Wasserbad eingeengt, dabei bildete 
sich schon in der Wirme ein blauer Niederschlag von nicht einheitlichem 
Aussehen. Es wurde weiter auf etwa 100 ccm eingeengt und nach dem 
Erkalten der Niederschlag (durch ein gehirtetes Filter) abgenutscht und 
nacheinander mit warmem Wasser, Alkohol, Ather gewaschen. Ausbeute 
15 mg, unter dem Mikroskop einheitllich. 

Es lag Leucinkupfer vor: 


9,18 mg verbrauchten 2,8 cem n/100-Na,S8,Q,. 
Fiir C,,H,,O,N,Cu Ber. Cu 19,63 Gef. Cu 19,39 


Die vom Leucinkupfer abgetrennte Lésung wurde mit dem vereinigten 


-Waschwasser und dem Waschalkohol zur Trockne verdampft, der Riickstand 


mit Alkohol behandelt zwecks Entfernung von unveriindertem Leucyl-[glycyl- 
tyrosinanhydrid], der alkoholunldésliche Teil zur Entfernung von Kochsalz 
mit Wasser in der Kilte digeriert und darauf mit viel Wasser in der Wiirme 
in Lésung gebracht. Beim Einengen auf dem Wasserbad schieden sich zu 
Drusen vereinigte Krystalle ab, die sich als Glycyl-tyrosinanhydrid erwiesen. 
Der Schmelzpunkt lag bei 290°; Anhydrid- und Millonreaktion positiv, 


Ninhydrinreaktion negativ. 
5* 
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C. Einwirkung von Fermenten. a) Erepsin. Einwage 124 mg. 
Nach Zusatz von 4 cem Phosphatpuffer (mol/5) py = 8,0 und 2 ccm Erepsin- 
lésung wurde mit Wasser auf ein Volumen von 10 ccm gebracht. Titrations- 
probe: 2 ccm. 


Zeit in Stunden Aciditiitszunahme Spaltung in °/, 


4 0,05 n/20-KOH io 
12 0,03 " = 
24 0,07 : — 


b) Trypsin. Einwage 165 mg Substanz. 5 ccm Phosphatpuffer (mol/5) 
pu = 8,3. 83 ccm Trypsinlésung [2,2 T.(-e)]. Volumen 15 cem. Die Substanz 
blieb zum ‘Teil ungelést. Nach 24 stiindiger Einwirkung betrug die 
NH,-N-Zunahme (nach van Slyke) in 1,5 cem Analysenprobe 0,124 mg, 
woraus sich eine Aufspaltung von 18°/, errechnet. Bei der Aufarbeitung 
der verbliebenen Lésung konnte Tyrosin isoliert werden. Weitere Spalt- 
produkte lieBen sich nicht in vollkommen reinem Zustand gewinnen. 
Es wurde deshalb eine gréBere Menge des Anhydrids zum Zwecke des 
analytischen Nachweises der sich bildenden Produkte mit Trypsin-Kinase 
angesetzt. 2g S. Phosphatpuffer py = 7,6. 20 ccm erepsinfreie Trypsin- 
lisung. Gesamtvolumen 240 ccm (0,025 Mol). Der Gang der Hydrolyse 
wurde, wie iiblich, durch Feststellung der Acidititszunahme verfolgt. Nach 
46 Stunden betrug sie 0,5ccem n/20-KOH. Nach erneutem Zusatz von 10 cem 
Trypsinlésung ging die Hydrolyse noch etwas weiter. Nach insgesamt 
70 Stunden betrug die Aufspaltung 25°/,. Nach Neutralisation wurde im 
Vakuum zur Trockne eingedampft, der zihfliissige Riickstand mit kaltem 
absolutem Alkohol ausgezogen und darauf solange mit Alkohol in der 
Wiirme extrahiert, bis der Riickstand keine positive Anhydrid-reaktion mehr 
zeigte. Der in Alkohol unlésliche Teil wurde mit Wasser unter Zusatz 
von wenig Salzsiiure in Lésung gebracht und mit Tierkohle entfirbt. Nach 
Neutralisation mit Ammoniak wurde eingeengt. Es schied sich Tyrosin 
(0,2 g) ab. Aus dem Filtrat wurde Leucyl-glycin in Gestalt farbloser 
Blittchen abgeschieden (Schmelzp. 240°). Es gelang nicht, das vorhandene 
Dipeptid in seiner Gesamtheit durch Krystallisation abzutrennen. Wir 
fiihrten es deshalb in den salzsauren Methylester und diesen durch Stehen- 
lassen mit einer alkoholischen Lésung yon Ammoniak in das Anhydrid 
iiber. Schmelzp. 253° Ausbeute 1,1 g. 

0,0179 g Subst. verbr. 2,13 eem n/10-H,SO,. 

Fiir C,H,,0,N, (170,2) Ber. N 16,47 Gef. N 16,35. 

Kontrollversuch. Einwage 83 mg S. 10 cem Phosphatpuffer 
Py = 8,4. Titrationsprobe 3 ccm. Innerhalb 24 Stunden konnte bei Titration 
mit n/20-KOH keine Aciditiitszunahme festgestellt werden. 

2. Leucyl-(glycyl-serin-anhydrid]. A. Einwirkung von Lauge. 
64 mg + 5 cem n/10-NaOH. Titrationsprobe 1 ccm. 


Zeit in Stunden Aciditiitszunahme Spaltung in °/, 
5 0,38 cem n/20-KOH 38 
16 0,85 : 85 


B. Einwirkung von Siure. 64 mg + 5ccm 2n-HCl. Titrations- 
probe 1 ccm. 
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Zeit in Stunden Acidititszunahme ’) Spaltung in °/, 
5 0,15 cem n/20-KOH 15 
8 0,12 ,, P 12 
30 0,30 ,, " 80 


C. Einwirkung von Fermenten. a) Erepsin. 130 mg Substanz. 
5 eem Phosphatpuffer py= 7,8. 5 cem Erepsinlésung (enthaltend 0,0028 Er.-E) 
Volumen 30 ccm. Nach 24 Stunden betrug die Aciditiitszunahme in 3 ecm 
0,48 cem n/20-KOH. NH,-N-Zunahme (van Slyke) fiir 3 cem: 0,127 mg 
entsprechend einer Aufspaltung von 18°/,. Die Restlésung wurde neutrali- 
siert und mit CuO erhitzt. Aus dem Filtrat konnte Leucin als Cu-Salz 
isoliert werden. Eine Isolierung anderer Spaltprodukte und insbesondere 
des unveriinderten Anhydrids gliickte nicht. 

b) Trypsin. In 5 cem einer 0,025 molaren Lésung, die 1 eem Trypsin- 
lésung [0,95 T.-(e)] enthielt, konnte nach 24 stiindiger Fermenteinwirkung keine 
Zunahme des NH,-N, dessen Bestimmung mit 1 cem vorgenommen wurde, 
festgestellt werden. Wie aus den beiden Versuchsergebnissen hervorgeht, 
ist die bei friiheren Versuchen®*) festgestellte Aufspaltung dieser Verbindung 
durch Pankreatin der in diesem enthaltenen Erepsinkomponenten zuzu- 
schreiben. 

3. 1-Leucyl-[glycyl-l-leucin-anhydrid)}. A. Einwirkung von Lauge 
142 mg Substanz +10 ccm n/10-NaOH. Der Reaktionsverlauf wurde durch 
Priifung des NH,-N-Wertes nach van Slyke und des COOH-Wertes nach 
Willstétter mit n/20-KOH gepriift; fiir die einzelnen Proben wurde jeweils 
1 ccm entnommen. 


Zeit in Stunden mg NH,-N Zunahme Spaltung in °/, 
0 0,704 ni “i 
5 0,758 0,054 8 
12 0,835 0,131 19 
22 0,970 0,266 39 
Zeit in Stunden Aciditiitszuwachs Spaltung in °/, 
5 0,35 eem n/20-KOH 35 
12 0,68 ,, ‘ 68 
24 1,32 ,, fi 132 


Die Tabellen zeigen eine ungleich raschere Zunahme des Carboxyl- 
wertes im Vergleich zur Zunahme an Aminostickstoff. 

Zur Verfolgung des Ganges der Hydrolyse von 1-Leucyl-[glycy]-l-leucin- 
anhydrid] durch n/10-NaOH verwendeten wir auch die Methode der Isolie- 
rung der Spaltprodukte. Es gelang nicht, Leucin festzustellen, wohl aber 
Leucyl-glycyl-leucin und zwar als Kupfersalz. 

B. Einwirkung von Siiure. 71mg + 5 cem 2n-HCl. Titrations- 
probe 1 ccm. 


Zeit in Stunden Acidititszuwachs ') Spaltung in °/, 
6 0,12 eem n/20-KOH 12 
20 0,20 ,, pa 20 
84 0,25 ,, i 25 





) Bei Beginn des Versuches war kein Alkaliverbrauch feststellbar. 
*) Diese Z. 171, 70 (1927). 
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C. Einwirkung von Fermenten. a) Erepsin. 10 cem 0,025 molare 
Lésung enthielten 2,5 cem Erepsinlésung (0,0016 Er.-E.) 4 eem Phosphat- 
puffer py = 8,0. Titrationsprobe 2 cem. 


Zeit in Stunden Acidititszuwachs Spaltung Spaltung nach Abzug 


es d. Kontrollwertes in °/, 
10 0,05 eem n/20-KOH 5 5 
18 0,12 ,, 7 12 7 
26 0,22 ,, a 22 12 


b) Trypsin. 10 cem 0,025 molare Lisung enthielten 1,5 T.-(e). 4 ccm 
Phosphatpuffer. Titrationsproben 2 ccm. 


Zeit in Stunden Aciditiitszunahme Spaltung Spaltung nach Abzug 


in °/, d. Kontrollwertes in °/, 
10 0,03 eem n/20-KOH — st 
18 0,08 _ ,, - 8 (3) 
80 0.15 ,, . 15 (5) 


Zum Vergleich des zeitlichen Verlaufs der Hydrolyse der Aminosiure- 
(diketopiperazin]-Verbindungen mit demjenigen der in Frage kommenden 
2,5-Dioxopiperazine wurden diese unter den gleichen Bedingungen der Ein- 
wirkung von Lauge und Siure unterworfen. 

1. Glycyl-l-tyrosinanhydrid. A. Einwirkung von Lauge. 500 mg 
Substanz +5 cem n/10-NaOQH. Angewandt zur Bestimmung 1 cem. 


Zeit in Stunden mg NH,-N Spaltung in °/, 
0 0 — 
4 0 — 
20 0 a 
72 0,0738 (1) 


B. Einwirkung von Siiure. 5n-HCl. 500 mg Substanz +5 ccm 
5 n-HCl, Angewandt zur Bestimmung 0,5 ccm. 


Zeit in Stunden mg NH,-N Spaltung in °/, 
7 0 ine 
24 0 _ 
76 0,037 (1) 


2. Glycyl-dl-serin-anhydrid. A. Einwirkung von Lauge. 432 mg 
Substanz in 10 cem n/10-NaOH. Angewandt zur Bestimmung 2 cem. 





Zeit in Stunden mg NH,-N Spaltung in °/, 
0 0,034 0 | 
5 1,024 12 
16 8,445 42 \ 


B. Einwirkung von Siiure. 2n-HCl. 432mg Substanz in 10 ccm. 
Angewandt zur Bestimmung 2 ccm. 


Zeit in Stunden mg NH,-N Spaltung in °/, 
0 0 0 
8 0,529 6,3 


1,252 











Uber Verbindungen vy. Typus: Aminosiiure-[2,5-dioxopiperazin} usw. 7] 


3. Glycyl-dl-leucinanhydrid. A. Einwirkung von Lauge. n/10- 
NaOH. 500 mg Substanz in 10 ccm. Angewandt zur Bestimmung 2 cem. 


Zeit in Stunden mg NH,-N Spaltung in °,, 
0 0,0708 0,9 
7 1,325 17 
15 8,588 46 
25 5,616 72 


B. Einwirkung von Siiure. 2n-HCl. 500 mg Substanz +10 cem. 
Angewandt zur Bestimmung 2 ccm. 


Zeit in Stunden mg NH,-N Spaltung in °/, 
0 0,051 0,6 
1 0,038 0,4 
51), 0,242 3 
24 0,768 9,8 
Zusammenfassung. 


Uber die entsprechenden Tripeptidester sind 1-Leucyl-[glycyl- 
l-tyrosinanhydrid], 1-Leucyl-[glycyl-l-leucinanhydrid} und Leucyl- 
[glycyl-sermanhydrid] gewonnen worden. Befunde, die bei der 
Kinwirkung von verdiinnter Lauge und von Fermenten erhoben 
wurden, weisen auf eine grofe Labilitiit des 2,5-Dioxopiperazin- 
ringes in den genannten Verbindungen hin. Es kommt zur Bildung 
des entsprechenden Tripeptids unter Aufsprengung des Diketo- 
piperazinringes. Dieser Befund ist von besonderer Bedeutung fiir 
die Frage der Struktur der Proteine. Gegen die Annahme, da 
in solchen neben Polypeptidketten 2,5-Dioxopiperazine (und ver- 
wandte Strukturen) enthalten sein kénnen, ist eingewandt worden, 
daB Diketopiperazine von Fermenten nicht angegriffen werden. 
Diesem Einwand ist durch die erwihnten Beobachtungen der 
Boden entzogen. 




















Uber proteolytische Fermente, Verhalten von Prolinpeptiden. 
Von 
Max Bergmann, Leonidas Zervas, Hans Schleich und Fritz Leinert. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Lederforschung in Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. August 1932.) 


Die heutige EiweiBchemie unterscheidet — durch die Ar- 
beiten R. Willstaitters entscheidend befruchtet — eine Reihe 


verschiedener proteolytischer Fermente, welche stufenweise von 
den nativen Proteinen tiber Polypeptide und Dipeptide zu den 
einfachsten Bausteinen, den Aminosiiuren, fiihren. Mit anderen 
Worten: Man unterscheidet in der Hauptsache Proteinasen, 
Amino- und Carboxy-Polypeptidasen und schlieBlich Dipeptidase. 
Diese EKinteilung, die man den Untersuchungen von E. Wald- 
schmidt-Leitz, W. GraBmann, E.Abderhalden, H. v. Kuler 
verdankt, ist, soweit sie Peptidasen anlangt, im wesentlichen aus 
der Untersuchung der Peptide typischer einfacher Monoamino- 
siuren hervorgegangen. 

Fiir die Weiterentwicklung der EiweiBchemie schien es uns 
fiir den Augenblick das wichtigste, Peptide aus komplizierteren 
natiirlichen Aminosiiuren der Synthese zugiinglich zu machen und 
ihr fermentatives Verhalten zu priifen.’) Es galt festzustellen, 
ob das erwiihnte Einteilungsprinzip sich auch an Dipeptiden und 
Polypeptiden der komplizierteren Aminosiiuren bewahrt, die in 
den Proteinen der Zahl nach vorherrschen. Die Bearbeitung 
dieser Aufgabe konnte bisher kaum in Angriff genommen werden”), 
weil es an einem universellen Verfahren zur Synthese von Pep- 
tiden komplizierterer Aminosiiuren fehlte. Diesen Mangel be- 
seitigt das vor kurvem von uns mitgeteilte Carbobenzoxyverfahren 
zur Synthese von Peptiden.’) Wir behandeln im folgenden Peptide 
des Prolins. 

1) M. Bergmann u. L. Zervas, Diese Z. 175, 145 (1928); Biochem. 
Z. 203, 280 (1929). Dasselbe Thema behandeln zahlreiche Arbeiten von 
E. Abderhalden und Mitarbeitern in der Z. fiir Fermentforschung. 


*) M. Bergmann u. H. Késter, Diese Z. 167, 91 (1927). 
) M. Bergmann u. L.Zervas, Ber. chem. Ges. 65, 1192 u. 1201 (1932). 
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Unter den natiirlichen Aminosiiuren nehmen Prolin und Oxy- 
prolin eine Sonderstellung ein, weil sie anstelle der typischen 
Aminogruppe eine Iminogruppe besitzen. Ihre Peptide, soweit sie 
unter Beteiligung des Prolinstickstoffes zustandekommen, enthalten 
zum Unterschied von allen anderen Peptiden keinen Wasserstoft 
in der Peptidbindung (vgl. Formeln IV und VI). Die Kenntnis 
solcher Peptide ist um so notwendiger, als Prolin in den Pro- 
teinen der Tier und Pflanzenwelt weit verbreitet ist. 

Wir beschreiben im folgenden die Synthese des Glycyl-l- 
Prolins und des d-Alanyl-l-prolins (mit F. Leinert) und ihr 
fermentatives Verhalten (mit H. Schleich). 


Synthese von Glycyl-l-prolin und d-Alanyl-1l-prolin. 


Das kiirzlich!) beschriebene Carbobenzoxy-glykokoll (I) haben 
wir in Form seines Siurechlorids (II) mit l-Prolin in wiBrig-alka- 
lischem Medium verkniipft zum Carbobenzoxy-glycyl-l-prolin (IID. 
Daraus erhielten wir durch katalytische Hydrierung*) mit aus- 
gezeichnetem Ergebnis das schin krystallisierte freie Glycyl-l- 
prolin (LV). 

In ganz analoger Weise kamen wir vom Carbobenzoxy-d- 
alanin (V)') zum d-Alanyl-l-prolin (VI), das ebenfalls gut krystalli- 
sierte. 





C,H,-CH,-0-CO-NH-CH,- COOH C,H,-CH,-0-CO-NH-CH,-CO-C! 
I II 
CH,——-CH, CH,——CH, 
| | | | 
CH, CH-COOH CH, CH-COOH 
Na” Ny 
. | | 
C,H,-CH,-O0-CO-NH-CH,-CO NH, : CH, -CO 
ll IV 
C,H,-CH,-0-CO-NH-CH-COOH CH,—--CH, 
| | | 
CH, CH, CH-COOH 
Vv Ny” 


| 
NH, -CH-CO 


| 
CH, 


- 7 VI 
1) Ber. chem. Ges. 65, 1192 (1932). 


*) Der Carbobenzoxyrest C,H,CH,-O-CO wird dabei in Form von 
Toluol und Kohlensiure abhydriert. 
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In beiden Prolinpeptiden bestitigen wir bei der iiblichen 
Ausfiihrungsform der van Slyke-Methode die Anwesenheit von 
einer primiren Aminogruppe. Wir betonen dies aus folgendem 
Grunde: 

Schon Emil Fischer!) hat sich um die Synthese von in- 
aktiven und aktiven Prolinpeptiden des hier behandelten Typus 
bemiiht und nach seinem klassischen Verfahren aus Bromiso- 
capronyl-prolin mit Ammoniak ein ,,Leucyl-prolin“ erhalten. 
Spiiter erkannte er, daB die Wirkung des Ammoniaks bei den 
Halogenacyl-prolinen kein einfacher Ersatz des Halogens gegen 
die Aminogruppe ist, sondern daB in verwickelter Weise Halogen 
gegen Hydroxyl ausgetauscht wird, wobei gleichzeitig und in Ver- 
bindung damit das Carboxyl amidiert wird. 


CH,——CH, CH,——CH, ) CH,—CH, 
| | | | 
CH, CH-COOH -—»|CH, CH-CO |__»CH, CH-CO-NH, 
ol "ina >0 
N-CO-CH(R)+Hlg N -CO- CH(R) N-CO-CH(R)(OH) 


Aus Bromisocapronyl-prolin entsteht also Oxyisocapronyl-prolin- 
amid. Neuerdings haben E. Abderhalden und O. Zumstein®) 
derartige Versuche wiederholt und die Uberzeugung vertreten, 
daB neben den erwihnten Siiureamiden doch die gesuchten Prolin- 
dipeptide entstehen. Sie beschreiben eine Reihe derartiger Prolin- 
peptide, darunter ein Glycyl-l-prolin in weiBen, hygroskopischen 
Flocken und ein krystallisiertes d,l-Alanyl-d,l-prolin und ein d,]1- 
Alanyl-l-prolin, letzteres als weiBes hygroskopisches Pulver. Der 
komplizierte Ablauf der Aminierung von Halogenacyl-prolinen 
macht es verstiindlich, daB unsere Prolinpeptide in ihren Eigen- 
schaften nicht iibereinstimmen mit den Priiparaten von Abder- 
halden und Zumstein. Insbesondere zeichnet sich unser Glycyl- 
l-prolin durch sein ausgezeichnetes Krystallisationsvermégen und 
die viel héhere spezifische Drehung (— 113° gegen — 86° bei 


1) E. Fischer u. E. Abderhalden, Ber. chem. Ges. 37, 3071 (1904); 
E. Fischer u. G. Reif, Liebigs Ann. 363, 118 (1908). 

*) Wir vermuten, daB bei der Fischerschen Reaktion das von uns 
in eckigen Klammern aufgefiihrte Lacton als Zwischenprodukt entsteht. Es 
bleibt kiinftig zu erwiigen, ob die Fischersche Peptidsynthese aus Halogen- 
acylaminosiiuren mit Ammoniak in einem direkten Austausch von Halogen 
gegen die Aminogruppe besteht oder iiber dreigliedrige cyclische Stofte 
der allgemeinen Formel R-CH—C=N-CH(I’)-COOH fiihrt. 

‘ona 
O 


8) Fermentforschung 12, 1 (1931). 


Titer caeereicns 
: ae 
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Abderhalden und Zumstein) aus. Beim Alanyl-prolin §ver- 
zichten wir auf einen Vergleich, weil die genannten Forscher 
nicht, wie wir, von einheitlichem, optisch aktivem Material aus- 
gehen konnten. Die Einheitlichkeit unserer Priiparate ist dem 
Umstand zu danken, daB uns in dem Carbobenzoxy-Verfahren 
eine leistungsfihigere synthetische Methode zur Gewinnung struk- 
turchemisch und stereochemisch reiner Peptide zur Verfiigung 
stand. Wir heben diesen Fortschritt hervor, weil fiir eine Er- 
weiterung unserer Fermentkenntnisse solche Versuche maBgebend 
sein miissen, die mit eindeutig charakterisierten, reinen Substraten 
angestellt sind. 

Um unseren nachfolgend mitgeteilten Beobachtungen iiber 
das fermentative Verhalten von Prolinpeptiden eine breitere Basis 
zu geben, haben wir uns noch ein weiteres Peptid ohne Peptid- 
wasserstoff!) synthetisiert, das Glycyl-sarkosin. Carbobenzoxy- 
elycylchlorid (If) wurde mit Sarkosin verkniipft zu (VI) und durch 
Abhydrieren der Carbobenzoxygruppe das freie Glycyl-sarkosin 


(VIII) erhalten: 


VII C,H,-CH,-O-CO-NH-CH,+CO-N(CH,)-CH,-COOH 
VIII NH, :CH,-CO-N(CH,)-CH,-COOH 


Unser Peptid schmolz bei 220°, also 20° héher als ein Priiparat 
eleichen Namens, das P. A. Levene, H.S8.Simms und M. H. Pfaltz?) 
aus Chloracetyl-sarkosin mit Aimoniak bereitet haben. Fiir der- 
artige Umsetzungen halogenacylierter N-sekundiirer Aminosiiuren 
mit Ammoniak haben E. Fischer und G. Reif mit W. Glund®), 
wie bereits erwihnt, einen anormalen Reaktionsverlauf fest- 
gestellt, so daB die Natur des ,,Glycyl-sarkosins* von Levene 
und Mitarbeitern noch genauerer Festlegung bedarf. Bei unserem 
Priiparat sind, wie aus dem Gang der Synthese zu ersehen ist, 
derartige Komplikationen ausgeschlossen. 


Fermentatives Verhalten von Glycyl-l-prolin 
und d-Alanyl-l-prolin 
Von kiuflichem Pankreatin wird Glycyl-l-prolin nicht in 
wesentlichem Umfang gespalten (Tab. I). Dagegen bewirken ein 


') Als Peptidwasserstoff und Peptidstickstoff bezeichnen wir der Ein 
fachheit wegen den Wasserstoff und den Stickstoff der Peptidbindung. 

*) J. of biol. Chem. 61, 445 (1924). 

*) Liebigs Ann. 363, 118 (1908) und 369, 247 (1909). 
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Auszug von Darmschleimhaut und frisches Hefenautolysat schnelle 
Hydrolyse von Glycyl-l-prolin und d-Alanyl-l-prolin (Tab. I 
und IIf). 

Der negative l’ankreasversuch ergibt, dab Pankreasproteinase 
und Carboxypolypeptidase, die in der Pankreas sehr reichlich 
vorhanden sind, keine Hydrolyse verursachen. Da in Darm- 
schleimhaut und Hefenautolysat viel Dipeptidase und Aminopoly- 
peptidase vorhanden sind, haben wir weiter die Wirksamkeit 
dieser Kinzelkomponenten untersucht. Wir haben uns Darm- 
erepsin nach den Angaben von EK. Waldschmidt-Leitz und 
A. Schiffner!') bereitet. Dieses Fermentpriparat enthilt keine 
tryptischen Enzyme und an bekannten Fermenten nur Dipeptidase, 
Aminopolypeptidase und die Prolinase von W. GraBmann, H. 
Dyckerhoff und O.v. Schoenebeck.’) Es spaltet Glycyl-l- 
prolin und d-Alanyl-l-prolin ziemlich schnell (Tab. IV). Abder- 
halden und Zumstein fanden a. a. O. fiir ihr ,,Glycyl-l-prolin“ 
eine deutliche Spaltung durch Darmerepsin, dagegen fiir ihr 
.d,l-Alanyl-l-prolin* keine Spaltbarkeit. 

Als wir aus dem Darmerepsin die Dipeptidase durch Ad- 
sorption an Eisenhydroxyd entfernten, erhielten wir eine Rest- 
lisung, die unwirksam auf Leucyl-glycin und von hoher Wirk- 
samkeit auf Leucyl-glycyl-glycin war; sie enthielt also, der Vor- 
schrift entsprechend’), keine Dipeptidase mehr, dagegen reichliche 
Mengen an Aminopolypeptidase. Diese Fermentlésung hydro- 
lysierte Glycyl-l-prolin und d-Alanyl-l-prolin betrichtlich (Tab. V). 

Umegckehrt hat sich ein Trockenpriiparat der Dipeptidase 
aus Hefe nach W. GraBmann und L. Klenk‘) bereitet, als giinz- 
lich unwirksam auf Glycyl-l-prolin und d-Alanyl-l-prolin erwiesen 
(Tab. VI). 

Damit scheidet Dipeptidase als hydrolysierendes Agens fiir 
Glycyl-l-prolin und d-Alanyl-l-prolin aus. Mithin kam an_ be- 
kannten Peptidasen nach Tab. [IV nur noch Aminopolypeptidase 
in Betracht. Ein Trockenpriiparat von Hefenerepsin, das nach 
seiner Wirkung auf Leucyl-glycyl-glycin Aminopolypeptidase ent- 
hielt, spaltete Glycyl-l-prolin erheblich (Tab. VII). 


— 


) Diese Z. 151, 31 (1925/26). 

2) Ber. chem. Ges. 62, 1307 (1929). 

5) E. Waldschmidt-Leitz, A. K. Balls u. J. Waldschmidt- 
(;raser, Ber. chem. Ges. 62, 956 (1929). 

*) Diese Z. 186, 38 (1930). 
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Das Ferment, das unsere Prolinpeptide spaltet, diirfte ver- 
schieden sein von der Prolinase Grassmanns, die Peptide vom 
Typus des Prolyl-glycins spaltet. Kine Identitit der Fermente, 
welche so verschiedenartig gebaute Stoffe wie z. B. Glycyl-l-prolin 
und 1-Prolyl-glycin spalten, wire kaum verstiindlich. 

Die Ergebnisse der Tab. IV—VII besagen, dab die Spaltung 
unserer Prolinpeptide entweder von Aminopolypeptidase oder von 
einem davon verschiedenen, noch unbekannten Ferment besorgt 
wird. Wir werden bemiiht sein, die Entscheidung hieriiber durch 
weitere Untersuchungen herbeizufiihren. 

Im Hinblick auf Dipeptidase hatten unsere Versuche ergeben, 
daB Hefendipeptidase Glycyl-l-prolin und d-Alanyl-l-prolin nicht 
zu spalten vermag. Fiir die Wirkungsbedingungen der Dipeptidase 
ist nun unser weiterer Befund wesentlich, dai auch unser oben 
beschriebenes Glycyl-sarkosin von Hefendipeptidase im Gegensatz 
zu Glycyl-glycin nicht angegriffen wird (vgl. Tab. VJ).’) 

Unser Versuchsmaterial zeigt in eindeutiger Weise, daB fiir 
die Wirkung der Dipeptidase der Peptidwasserstoff un- 
entbehrlich ist. 

Die Anregung zu der vorliegenden Untersuchung iiber die 
Bedeutung des Peptidwasserstoffs fiir die enzymatische Hydrolyse 
schépften wir aus einem schon vor einigen Jahren mit V. du 
Vigneaud?) ausgefiihrten Modellversuch. Damals fanden wir, 
daB ein Glycyl-glycin-derivat, das an Stelle des Peptidwasserstofts 
Acetyl trug ([X), von Alkali leicht in der Peptidbindung 


IX CH,-CO-NH-CH,-CO-N(COCH,)-CH,-COOC,H, 
X  CH,-CO-NH-CH,-CO-NH-CH,-COOC,H, 


hydrolysiert wurde, im Gegensatz zu der analogen Verbindung X 
mit unversehrtem Peptidwasserstoff. Weiter haben A. K. Balls 
und F. Kéhler*) das Verhalten der verschiedenen Glycyl-nitr- 
aniline und Glycyl-aminobenzoesiiuren gegen Dipeptidase dahin ge- 
deutet, daB die Iminogruppe der Peptidbindung (bzw. ihr Wasser- 
stoff) an der Reaktion mit dem Enzym als Haftstelle des Enzyms 


1) Levene u. Simms [J. of biol. Chem. 62, 711 (1925)] konnten ihr 
»Glycyl-sarkosin“ (vgl. oben) mit Darmerepsin nicht spalten. 

*) Ber. chem. Ges. 62, 1909 (1929). Vgl. hierzu auch P. Baumgarten, 
I. Marggraff und E. Dammann, Diese Z. 209, 145 (1932). 

5) Ber. chem. Ges. 64, 34 (1930). 
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beteiligt sei. Gegeniiber den indirekten Schliissen unserer friiheren 
Mitteilung und der Mitteilung von Balls und Mitarbeitern an 
stoffwechselfremden Substraten bedeuten unsere jetzigen direkten 
Schliisse aus Versuchen an _ stoffwechselvertrauten, aber peptid- 
wasserstofireien Substraten das experimentum crucis fiir die Not- 
wendigkeit des Peptidwasserstoffs bei der Wirkung der Dipeptidase. 
Dariiber hinaus zeigen unsere Versuche iiber die Spaltbarkeit des 
Glycyl-l-prolins und d-Alanyl-l-prolins, daB das beteiligte Ferment 
(mag es nun Aminopolypeptidase sein oder ein anderes Ferment) 
fiir seine Wirkung den Peptidwasserstoff entbehren kann, mithin 
einen anderen Wirkungsmechanismus an der Peptidbindung hat 
als Dipeptidase. 

Sucht man nach einem strukturchemischen Ausdruck fiir die 
Notwendigkeit des Peptidwasserstoffs, so hat man daran zu denken, 
daB die dipeptidatische Hydrolyse durch eine Isomerisation der 
Lactam-Form des Dipeptids in die Lactim-Form 


= —C=N— 
| 
O _ OH 


eingeleitet wird. 

Man hat es bisher als allgemein giiltigen Grundsatz angesehen, 
daB bei der Proteolyse durch Fermente stets aiquivalente Mengen 
von Carboxyl (titrierbar nach Willstitter und Waldschmidt- 
Leitz) und von Aminogruppen (nach van Slyke bestimmbar) 
gebildet werden. Die Spaltung unseres Glycyl-l-prolins und 
d-Alanyl-l-prolins (vgl. Tab. VIII) ist das erste Beispiel einer 
proteolytischen Freilegung von Carboxy! ohne gleichzeitige Bildung 
iiquivalenter Betriige von van Slyke-Stickstoff. Diese Inkongruenz 
hat man bei der Fermentspaltung aller Proteine zu erwarten, die 
erhebliche Mengen von Prolin und Oxyprolin in N-Peptidbindung 
enthalten. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir ehrerbietigst fiir, die Gewihrung von Mitteln zu dieser 
Untersuchung. 


Beschreibung der Versuche. 


Glycyl-l-prolin (Formel IV). N-Carbobenzoxy-glycyl-l- 
prolin (Formel IIT): Die Liésung von 5 g 1-Prolin in 25 cem 
2 n-Natronlauge wurde innerhalb 20 Minuten unter Eiskihlung 
und dauerndem Schiitteln abwechselnd mit im ganzen 20 ccm 
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2n-Natronlauge und 10 g Carbobenzoxy-glycylchlorid?) in fiinf Por- 
tionen versetzt. Der beim Ansiiuern ausgetallene Sirup erstarrte 
nach kurzer Zeit zu einer aus Rhomboedern bestehenden Krystall- 
masse. Ausbeute 10,6 g. Nach der Umkrystallisation aus heiBem 
Wasser oder Essigester schmolz die Substanz bei 156° (korr.). 

0,1116 g getr. Subst.: 0,2402 g CO,, 0,0601 g H,O. — 5,899 mg getr. 
Subst.: 0,465 ecm N (22°, 755 mm, nach Preg)).’) 


C,sH,,0,N, (306,2) Ber. C5880 H5,93 N 9,14 
Gef. ,, 58,70 , 603 ,, 9,06. 


Freies Dipeptid: 8 g Carbobenzoxy-glycyl-l-prolin, in 
50 ccm Methanol, 1,5 ccm Wasser und 1,5 Eisessig gelést, wurden 
im offenen SchiittelgefiB in Gegenwart von Palladiumschwarz 
katalytisch hydriert. Nach etwa 30 Minuten hérte die Kohlensiure- 
entwicklung auf und die Hydrierung war beendet. Die vom Kata- 
lysator befreite Lésung gab beim vorsichtigen Zusatz von Ather 
kleine Prismen vom Schmelzp. 185° (korr.). Ausbeute etwa 80°/,. 
Zur Analyse wurde das Dipeptid bei 56° itiber Phosphorpentoxyd 
bei 1 mm getrocknet. 

0,1186 g Subst.: 0,2116 g CO,, 0,0767 g H,O. — 4,250 mg Subst.: 
0,594 cem N (21°, 754 mm, nach Pregl). — 9,43 mg Subst.: 1,33 eem N 
(27°, 753 mm, 1°/,ige H,SO,, nach van Slyke). 

C,H,,0,N, (172,1) 
Ber. C 48,80 H 7,03 N 16,27 van Slyke-N 8,13 
Gef. ,, 48,66 ,, 7,23  ,, 16,10 “ 7,70. 


— 4,39° x 38,0750 
1 x 1,01 x 0,1175 





(al, am - = — 113,8° (in Wasser). 

Glycyl-l-prolin ist ziemlich hygroskopisch. In Wasser list 
es sich sehr leicht, schwer in Alkohol. 

d-Alanyl-l-prolin (Formel VI). d-Carbobenzoxy-d-alanyl- 
chlorid: Die Lésung von 8,9 g Carbobenzoxy-d-alanin?) in etwa 
15 com trockenem Ather wurde mit etwa der gleichen Menge 
Phosphorpentachlorid bei 0° bis zur fast vollstiindigen Liésung 
des Chlorids geschiittelt. Die filtrierte Lisung wurde im Vakuum 


1) Ber. chem. Ges. 65, 1195 (1932). 

*) Den Stickstoff haben wir bei den Prolinpeptiden, wie in anderen 
Fiillen, grundsitzlich nicht nach Kjeldahl, sondern nach Dumas-Preg] 
bestimmt. Nach F. Sario und S. Fiandaca [Biochem. Z. 250, 408 (1932)] 
geben Aminosiuren mit Stickstoff im Pyrrolring, wie auch manche anderen 
Aminosiiuren nach Kjeldahl sehr erheblich zu niedere Stickstoffwerte. 
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(ohne Bad) unter peinlicher Ausschaltung der Luftfeuchtigkeit 
verdampft, das zuriickgebliebene Ol einmal mit trockenem Petrol- 
ither bei — 15° durchgeriihrt, der Petrolither weggegossen und 
das Ol wieder mit trockenem Petroliither behandelt. Bei einigem 
Stehen bei — 15 bis — 20° erstarrt das Siurechlorid zu Tafeln, die 
gegen 35° schmelzen. Das Siurechlorid ist nicht lange haltbar; 
schon nach kurzer Zeit zersetzt es sich zu Benzylchlorid und 
Kohlensiiure-d-alanin-anhydrid. Ausbeute etwa 40°/, d. Th. 

d-Alanyl-l-prolin: Die Lésung von 3,5 1-Prolin in 15 ccm 
2n-Natronlauge wurde unter Eiskiihlung und Schiitteln mit etwa 
3,6 g krystallisiertem Carbobenzoxy-d-alanyl-chlorid und 10 ccm 
2n-Natronlauge in mehreren Portionen wiihrend einer 3/, Stunde 
versetzt. Das beim Ansiiuern ausgefallene Carbobenzoxy-d-alanyl- 
l-prolin wurde in Chloroform aufgenommen, die Chloroformlésung 
nach dem Waschen und Trocknen im Vakuum verdampft und der 
zuriickgebliebene Sirup durch wiederholtes Digerieren mit Ather 
von etwa beigemischtem Carbobenzoxy-alanin befreit. Da die 
Krystallisation des Carbobenzoxy-dipeptides vorerst nicht gelingen 
wollte, wurde die sirupése Substanz, in Methanol geldst, katalytisch 
hydriert (vgl. weiter oben), die erhaltene Lésung verdampft und 
der Riickstand in absolutem Athylalkohol aufgenommen. Nach 
einigen T'agen, schneller beim Animpfen, schied sich das Peptid 
in Form von kleinen hygroskopischen Prismen ab, die bei 178° 
(korr.) schmolzen. Ausbeute mindestens 0,45 g entsprechend 
17°/, d. Th. (auf Carbobenzoxy-d-alanin-chlorid berechnet). Fiir 
die Analyse wurde die Substanz bei 56° und 0,1 mm iiber Phos- 
phorpentoxyd getrocknet. 


0,1049 g Subst.: 0,1980 g CO,, 0,0724 g H,O. — 4,780 mg Subst.: 
0,625 cem N (24°, 752 mm, nach Pregl). — 9,2 mg Subst.: 1,20 cem N 
(27°, 753 mm, 1°/,ige H,SO,, nach van Slyke). 

C,H,,0,N, (186,1) 
Ber. C 51,58 H 7,58 N 15,05 van Slyke-N 7,51 
Gef. ,, 51,48 ,, 7,72 ,, 14,87 . 7,10. 


26 — 83,09° x 2,6032 


= —— = — 114,4° (in Wasser). 
‘D~ 1 x 1,003 x 0,0700 sa r) 


Das Dipeptid ist in reinem Zustand nur in Wasser leicht 
loslich. 

Glycyl-sarkosin (Formel VIII). Carbobenzoxy-glycyl-sar- 
kosin (Formel VII): Die Lésung von 3g Sarkosin in 18 ccm 
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2n-Natronlauge wurde unter Kiihlung und Schiitteln mit 7,6 g 
Carbobenzoxy-glycylchlorid und 18 ccm 2n-Natronlauge in vier Por- 
tionen innerhalb 15 Minuten versetzt. Der beim Ansiiuern mit 
5 n-Salzsiure bis zu kongosaurer Reaktion erhaltene sirupése 
Niederschlag krystallisierte nach einigen Stunden, besonders schnell 
bei Animpfen in Form schéner Tafeln. Ausbeute 4,5 g. Nach 
der Umkrystallisation aus Athylacetat schmolz die Substanz bei 
102° (korr.) nach vorherigem Sintern. 

0,1007 g getr. Subst.: 0,2059 g CO,, 0,0538 g H,O. — 6,280 mg Subst.: 
0,550 com N (22°, 751 mm, nach Preg)). 


C,,H,,N,O, (280,1) Ber. C 55,67 H 5,76 N 10,00 
Gef. ,, 55,76 » 5,97 ,» 10,01. 


Freies Dipeptid. 1,6 g Carbobenzoxy-glycyl-sarkosin in 
Methanol und wenig Wasser gelést, wurde, wie am Beispiel des 
Prolinpeptides geschildert, katalytisch hydriert. Aus dem Filtrat 
des Hydrierungsgemisches wurde das Glycyl-sarkosin mit absolutem 
Alkohol und reichlichem Ather in Form yon weiBen Blattchen 
ausgefillt. Ausbeute 0,7g. Nach der Umkrystallisation aus wenig 
heiBem Wasser und viel absolutem Alkohol schmolz die Substanz 
bei 220° (korr.) zu einer braunen Fliissigkeit. 

0,1038 g getr. Subst.: 0,1558 g CO,, 0,0652 g H,O. — 2,820 mg getr. 
Subst.: 0,467 ccm N (20°, 754 mm, nach Preg]). — 8,02 mg Subst.: 1,83 cem N 
(27°, 753 mm, 1°/,ige H,SO,, nach van Slyke). 

C,H,,N,0, (146,1) 
Ber. C 41,07 H 6,89 N 19,18 van Slyke-N 9,59 
Gef. ,, 40,94 », 1,03 5 19,19 ‘se 9,1. 


22 mg Substanz verbrauchten bei der Titration in 90°/, Alkohol mit 
Thymolphthalein als Indicator 2,94 cem n/20-KOH statt den berechneten 
3,01 ccm. 


Fermentative Hydrolyse. Zur Ermittlung der Spaltungsbetrige 
der einzelnen Substrate wurden Verdauungsgemische bereitet, die 
in 10 ccm Gesamtvolumen neben der Enzymlésung und dem be- 
treffenden Substrat immer je 1,0 ccm m/3-Phosphatpufferlésung 
von dem betreffenden p,, enthielten. Die Peptide wurden vor dem 
Pufferzusatz mit einer geringen Menge 0,2 n-Ammoniak neutrali- 
siert, und bei 30° der Hydrolyse iiberlassen. Der Spaltungsbetrag 
wurde durch Titration der freigelegten Carboxylgruppen in 90°/, igem 
Alkohol mit n/20-KOH gegen Thymolphthalein festgestellt. Der 
,»4uwachs in Kubikzentimetern“ in den Tabellen entspricht der 
stets verwendeten Titrationsprobe von 2,0 ccm. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXII. 
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Tabelle I. 
Spaltung mit Pankreatin. 


In 10 cem Verdauungsgemisch sind 4,0 ccm eines glycerinhaltigen 
Pankreatinextraktes 1:20 enthalten. Spaltungen in 6 Stunden. 





Millimol Zuwachs 0/ 




















: ms /0 
Substrat in 10 cem Pir in ecm Spaltung 
Glyeyl-glycin ....... 0,6 7,4 0,20 8 
d,l-Leucyl-glycyl-glycin . 0,5 ') 7,0 0,70 28 
a ee a i . Tyrosin- 
Chloracetyl-l-tyrosin ... 0,5 1,4 — abscheidung 
ee ee 0,4 7,4 1,70 — 
Glycyl-l-prolin. ...... 0,6 7,2 0,05 2 


Tabelle IL. 
Spaltung mit Darmschleimhaut. 
Schleimhaut aus Schweinediinndarm wurde mit der 3fachen Menge 87°/, igen 
Glycerins verriihrt, einige Tage aufbewahrt, vor den Versuchen mit der 


gleichen Menge Wasser verdiinnt und durch Zentrifugieren geklirt. In 
10,0 eem Versuchsmischung waren 4,0 cem der Enzymlésung enthalten. 























a Millimol | ,__ | Versuchszeit | Zuwachs y P 
in 10cem| P# | in Stunden | in eem Spaltung 

Glyeyl-glycin. ...... 0,6 1,2 4'/, 2,15 89 
d,1-Leucyl-glycyl-glycin 0,5 7,0 1 1,70 85 
Chloracetyl-l-tyrosin .. 0,5 7,4 31/5 0,00 0 
Gielatine... 0. ..... 0,4 7,4 3 0,00 0 
Glycyl-l-prolin...... 0,6 7,2 4'/, 1,70 71 
d-Alanyl-l-prolin. .... 0,5 7,2 4}/, 1,20 60 


Tabelle UL. 
Spaltung mit Hefenautolysat. 


500 g obergiiriger Pre8hefe wurden in '/, Stunde mit 50 ecm Chloroform 
vertliissigt und in der gleichen Menge Wasser suspendiert. Durch Zugabe 
von 10°/,igem Ammoniak wurde laufend neutral gehalten und 40 Stunden 
nach Versuchsbeginn in der Zentrifuge getrennt. In 10 cem Versuchsmischung 
sind 2,0 cem des Autolysates enthalten. Spaltungen in 5 Stunden. 























Millimol Zuwachs y 

siaseadahainata in 10 ccm PH in ccm Spaltung 
d,l-Leucyl-glycin..... 0,6 7,8 1,90 79 
d,l-Leucyl-glycyl-glycin . 0,5 7,0 1,85 92 
Glycyl-l-prolin ...... 0,6 7,0 0,90 37 
d-Alanyl-l-prolin ..... 0,5 7,0 0,50 25 


') Der biologischen Form. 
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sierten Elution von Darmerepsin enthalten. 


Tabelle IV. 
Spaltung mit Darmerepsin. 
In 10 cem der Versuchsmischung sind 3,0 ccm einer mit Essigsiiure neutrali- 
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Konzentration und p,; ent 





sprechend den Angaben der vorigen ‘T'abellen. 


Versuchszeit 


in Stunden 





bo o> Co 


Glycyl-l- 
prolin 


°/, Spaltung 
21 


31 
44 


23 
44 





12,5 


Leucyl-glycin 


°/, Spaltung 


Leucyl-glycy]- 
glycin 


°/, Spaltung 
75 


83 
83 





Tabelle V. 

Spaltung mit Amino-Polypeptidase. 
In 10 cem der Versuchsmischung waren 4,0 cem Amino—Polypeptidase-Lésung 
enthalten. Bei dem Versuch mit d-Alanyl-l-prolin, zu dem eine wenige Tage 
gealterte Lisung Verwendung fand, ist die Enzymmenge um die Hiilfte 





d-Alany] 
l-prolin 


°/, Spaltung 


20 























vergréBert. Sonstige Bedingungen wie bei den anderen Tabellen. 
| dl-Leucyl- | djl-Leueyl- [aj4)..7;, | d-Alanyl- 
Versuchs- glycin glycyl-glycin Glyeyl-I-prolin l-prolin 
zeit a . ee aaenanianines . . eee wan 
in Stdn. Zu- "lo Zu- | "lo Zu- *lo Zu- "lo 
wachs Spaltg.| wachs | Spaltg.| wachs Spaltg.| wachs | Spaltg. 
2 0,00 | oO 125 63 | 0,25 | 10 oe 
4 0,10 | 4 1,80 90 0,45 18 a 
6 a ain ron oe 0,70 | 29 . 
7 _ _ a ne 115 | 58 
Tabelle VL 
Spaltung mit reiner Dipeptidase aus Hefe. 
In 10 cem der Versuchsmischung sind 8 mg 
des Enzym-Trockenpriiparates enthalten. 
“ne Versuchs-}| Zu- oi 
Substrat eso Pu zeit wachs g ee 
in Stdn. ecm we is 5 
d,l-Leucyl-glycin..... 0,6 7,8 5 2,40 100 
d,1-Leucyl-glycyl-glycin . 0,5 7,0 5 0,05 2 
Gelatine + HCN’) .... 0,4 5,0 2 0,05 || Gelatine er 
, Ohne HCN’) 0,4 5,0 2 —0,05 |{ starrt wieder 
Glyeyl-glycin ....... 0,6 7,4 5 0,42 18 
Glycyl-l-prolin. ...... 0,6 7,4 8 0,05 2 
d-Alanyl-l-prolin ..... 0,5 7,0 6 0,00 0 
Glycyl-sarkosin...... 0,6 7,4 6 0,00 0 


') Citratpuffer. 
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Tabelle VIL. 


Spaltung mit Hefenerepsin (T'rockenpriparat). 









































Millimol mg-Enzym| Versuchs-}] 7Zy- "lo 
Substrat | 3} Trocken- | py zeit Spal- 
pe oe priparat in Stdn. wachs tung 
d,l-Leucyl-glycin . 0,6 10 7,8 6 2,35 98 
d,1-Leucyl-glycyl-glycin 0,5 80 7,0 3 2,00 | 100') 
Glycyl-l-prolin . 0,6 30 7,0 8 0,47 19 


” 


” 


Tabelle VUI. 

Verfolgung der Hydrolyse des Glycyl-l-prolins durch Titration 

und nach dem Verfahren von van Slyke. 

In 10 cem des Ansatzes sind enthalten: 103,2 mg = 0,6 Millimol Peptid, 

1,00 cem m/3-Phosphatpufferlésung p;,=7,4 und 4,0 cem Darmschleimlésung. 

Versuchsdauer 4 Stunden bei 30°. 

2 ccm gaben einen Zuwachs an Carboxyl: 1,20cem n/20-KOH = 50°/, 

Spaltung. 1,0 cem-Proben, nach van Slyke untersucht, zeigten einen Zu- 
wachs von 0,017mg Amino-Stickstoff = 0,03 cem n/20-KOH. Demnach:' 

Zuwachs nach der Titration: 1,20 ccm n/20-Lauge 


van Slyke: 


0,06 


”? 


” 





1) Bei der Spaltung des Leucyl-glycyl-glycins ist zu beachten, daB 


die reichlichen Mengen Dipeptidase das gebildete Glycyl-glycin weiter 


spalten und so die Werte nach oben fiilschen. 


























Beitrage zur Kenntnis des physiologischen Verhaltens 
der Triosen und ihnen nahestehender Verbindungen. 
Von 


R. Stéhr. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. August 1932.) 


III. Mitteilung: Muskelglykogen und Blutzucker 
nach Verfiitterung von Methylglyoxal und Glycerinaldehyd. 


Vor kurzem haben wir mitgeteilt, da’ Verfiitterung von 
Methylglyoxal') und Glycerinaldehyd?) bei hungernden Ratten zu 
einer Vermehrung des Leberglykogens fiihrt; die Glykogenbildung 
war bei Methylglyoxal in erster Linie abhingig von der gegebenen 
Menge; bei Uberdosierung wirkte Methylglyoxal infolge zu starker 
intermediairer Siurebildung (Milchsiure) Glykogen mobilisierend. 
In der vorliegenden Mitteilung wollen wir iiber das Verhalten des 
Muskelglykogens und des Blutzuckers bei hungernden Ratten be- 
richten, welche diese beiden Substanzen per os erhalten haben. 

A. Muskelglykogen. Uber das Verhalten des Muskelglykogens 
nach Verfiitterung von Methylglyoxal und Glycerinaldehyd finden 
sich in der Literatur keine Angaben; von den beiden Triosen, 
Gslycerinaldehya und Dioxyaceton, ist in dieser Hinsicht nur das 
Dioxyaceton von Cori’) eingehend untersucht worden, der bei 
Ratten starke Anstiege des Muskelglykogens beobachten konnte. 
Unsere Versuche haben nun ergeben, daB weder Methylglyoxal 
noch Glycerinaldehyd bei hungernden Ratten den Glykogengehalt 
im Muskel vermehren und dadurch ein von Dioxyaceton vollstindig 
abweichendes Verhalten zeigen. Allerdings waren unsere Versuchs- 
ergebnisse nicht ohne weiteres mit denen Coris vergleichbar; 
denn mit Riicksicht auf die toxischen Eigenschaften von Methyl- 
glyoxal und Glycerinaldehyd konnten wir diese beiden Substanzen 
nicht in so groBer Menge verfiittern, wie es Cori bei seinen Ver- 
suchen mit Dioxyaceton getan hatte. 

Coris Ratten resorbierten wihrend der 4 stiindigen Versuchsdauer 


pro 100 g Kérpergewicht 694 mg Dioxyaceton; die von uns verfiitterte Menge 
Glycerinaldehyd betrug hingegen fiir das gleiche Kérpergewicht nur 200 
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bzw. 300 mg; beim Methylglyoxal muBten wir, um Glykogenmobilisierung 
zu vermeiden, die Gesamtdosis sogar mit 150 mg nach oben begrenzen. 


Es lag daher der Gedanke nahe, daf die von uns gegebene 
Menge nicht hinreichend sein kénnte, um wesentliche Verinderungen 
im Glykogengehalt des Muskels hervorzurufen; um dies zu priifen, 
helasteten wir gleichfalls Ratten mit nur 200 mg Dioxyaceton 
pro 100g kérpergewicht; das Ergebnis war ein deutlicher Anstieg 
im Muskelglykogen (39 mg-°/, pro 100 g Kérpergewicht). Huierbei 
fanden wir, daB die Resorptionsbedingungen fiir Dioxyaceton an- 
scheinend am giinstigsten sind; so wurden wiihrend der 3 stiindigen 
Versuchsdauer von Dioxyaceton 68°/,, von Glycerinaldehyd 54°/, 
und von Methylglyoxal 37°/, der gegebenen Menge resorbiert; 
diese Unterschiede in der Resorptionsgeschwindigkeit der drei 
Verbindungen kénnen unseres Erachtens nicht ausschlieBlich geltend 
gemacht werden, um das Ausbleiben eines Anstieges im Muskel- 
elykogen nach Verfiitterung von Methylglyoxal und Glycerinaldehyd 
zu erkliiren; die Ursache muB vielmehr tieferer Natur sein. In 
diesem Zusammenhang scheint es bemerkenswert, dab Glucose, 
Fructose und Dioxyaceton sowohl Muskelglykogen vermehren 
(Cori’)) als auch die insulinire Hypoglykiimie beheben, wihrend 
Methylglyoxal und Glycerinaldehyd beides nicht vermégen*); ferner 
ist die Umwandlung von Methylglyoxal und Glycerinaldehyd in 
Glykogen mit einer Verminderung der Alkalireserve verbunden, 
wiihrend Dioxyaceton dieselbe nicht veriindert; auf diese Fragen 
soll in der anschlieBenden Mitteilung niher eingegangen werden. 
Die gleichzeitig durchgefiihrten Bestimmungen des Leberglykogens 
saben uns Gelegenheit, unsere friiheren Angaben nochmals zu 
iiberpriifen und vyollinhaltlich zu bestitigen. 


Beziiglich der Glykogenbildung in der Leber nach Verfiitterung von 
Methylglyoxal méchten wir ergiinzend bemerken, daB bei weiBen Ratten 
unter Umstiinden trotz sorgfiltiger Dosierung der Glykogenansatz in der Leber 
ausbleiben kann; offenbar sind weiBe Ratten gegeniiber Methylglyoxal in- 
dividuell sehr verschieden empfindlich; im Gegensatz dazu haben scheckige 
Ratten eine wesentlich gréBere Widerstandskraft gegeniiber den toxischen 
Eigenschaften von Methylglyoxal, so da8 wir daher bei unseren weiteren 
Versuchen mit Methylglyoxal nur mehr scheckige Ratten verwendet haben; 


*) Insulinire Hypoglykimie und Dioxyaceton: Kermack u. 
Mitarbeiter‘), Campbell u. Hepburn’), Reeves u. Hewitt), Hewitt u. 
Reeves’), Fischler’) usw.; insulinire Hypoglykimie und Methyl- 
glyoxal: Sjollema u. Seekles®), Kermack u. Mitarbeiter”), Fischler’); 
insulinire Hypoglykiimie und Glycerinaldehyd: Reeves u. 
Hewitt®, Hewitt u. Reeves”). 
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bei diesen Tieren erfolgte immer Glykogenansatz in der Leber, wenn wir 
die yon uns angegebenen Konzentrationen einhielten und nicht mehr als 
150 mg verfiitterten [vg]. dazu Mitt. I')]. Gegen die Verwendung scheckiger 
Ratten diirfte kaum etwas einzuwenden sein, nachdem wir bei zahlreichen 
weiBen und scheckigen Kontrolltieren nach 24 stiindigem Hungern keine 
Unterschiede im Leber- und Muskelglykogen feststellen konnten. 


B. Blutzucker. Das Verhalten des Blutzuckers studierten wir 
an jungen weiblichen Ratten, welche 24 Stunden gehungert hatten; 
die Tiere wurden in Gruppen von je drei Stiick eingeteilt und 
der Blutzucker zu Beginn des Experimentes bestimmt; eine halbe, 
1, 2 oder 3 Stunden nach der Fiitterung téteten wir sie und be- 
stimmten neben dem Blutzucker auch das Leberglykogen; dadurch 
bekamen wir einen Einblick in den jeweiligen Stand der Glykogen- 
bildung in der Leber. 

I. Methylglyoxal. Bevor wir mit der Besprechung unserer 
Versuchsergebnisse beginnen, scheint uns ein niiheres Eingehen auf 
die Arbeit von Sjollema und Seekles®) sowie die von Schneider 
und Widmann?!) notwendig, die sich gleichfalls mit der Frage 
des Blutzuckers nach Verabreichung von Methylglyoxal beschiiftigt 
haben. 


Sjollema und Seekles gaben Kaninchen Methylglyoxal intravenés, 
subkutan oder per os (letzteres in der Mehrzahl ihrer Versuche) und be- 
stimmten hierauf den Blutzucker zu verschiedenen Zeiten; nach oraler Gabe 
oder intravenéser Injektion von Methylglyoxal konnten sie in der Regel 
starke Anstiege des Blutzuckers beobachten; die gréBten Veriinderungen fanden 
sie bei Tieren, die nicht gefastet hatten. Auf Grund dieser und verschie- 
dener anderer Befunde kamen sie zu folgendem Ergebnis: ,,Die Zucker- 
erhéhung beruht nicht auf einem direkten Ubergang des Methylglyoxals in 
Zucker. Die ausgeschiedene Glukosemenge ist ja viel gréBer als aus der 
zugefiihrten Menge gebildet werden kann. Es mu also dem Methylglyoxal 
eine allgemeine Wirkung mit bestimmten Veriinderungen im Korper, welche 
den abnormen Zuckerstoffwechsel bedingen, zugeschrieben werden.“ 

Schneider und Widmann fiihrten ihre Versuche ebenfalls an Kanin- 
chen aus, denen sie Methylglyoxal intravends injizierten; sie bestimmten 
hierauf in kurzen Abstiinden den Blutzucker, die Milchsiure im Blut und 
z.T. auch die Alkalireserve; sie fanden momentanes Emporschnellen der 
Milchsiurewerte(?)*), die allmiéhlich wieder abklangen, sowie einen konti- 

*) Schneider und Widmann fanden eine Minute nach der intra- 
vendsen Injektion von Methylglyoxal Anstiege der Milchsiiurewerte um 
50--60 mg-°/,; die Milchsiiure wurde von ihnen nach der Methode von 
Dische und Laszlo’) bestimmt; nun geben diese Autoren selbst an, dab 
die Reaktion mit Hydrochinon fiir Milchsiiure nicht spezifisch ist und auch 
von Aldehyden, z. B. von Methylglyoxal gegeben wird. Wenn auch mit 
einer raschen Umwandlung des Methylglyoxals im Organismus gerechnet 
werden muB, so ist es immerhin méglich, dab nach so kurzer Zeit noch 











88 R. Stohr, 


nuierlichen Anstieg des Blutzuckers; im protrahierten Versuche waren die 
erhéhten Milchsiiurewerte von einem starken Abfall der Alkalireserve be- 
gleitet; diese Beobachtungen deckten sich weitgehend mit jenen, welche sie 
nach Milchsiureinjektionen bei Kaninchen machen konnten; sie schlossen 
daher, daB die toxischen Eigenschaften des Methylglyoxals lediglich auf 
einer zu raschen Milchsiurebildung beruhen (Abnahme der Alkalireserve 
und Anstieg der Milchsiurewerte im Blut); die Milchsiure werde dann in 
der Leber zu Glykogen aufgebaut und die Erhéhung des Blutzuckers da- 
durch bedingt, daB die Leber nur einen beschrinkten Fassungsraum fiir 
das neugebildete Glykogen besitze, daher Glykogen kompensatorisch ab- 
bauen und als Traubenzucker in die Blutbahn ausschwemmen miisse (Glykogen- 
mobilisierung nach Auffiillung der Glykogendepots in der Leber); die Er- 
héhung des Blutzuckers wiire somit sekundirer Natur; experimentelle Beweise 
fiir diese Annahme haben sie nicht erbracht; mit dieser Ansicht stellten 
sie sich in Widerspruch mit Fischler®), welcher die toxischen Eigenschaften 
des Methylglyoxals auf einen zentralen Reiz zuriickfiihrte! 

Schneider und Widmanns Theorie beziiglich der Erhéhung 
des Blutzuckers nach Methylglyoxalzufuhr schien uns von vorn- 
herein nicht ganz richtig. Schon in unserer ersten Mitteilung'?) 
konnten wir darauf hinweisen, daB Methylglyoxal nur dann den 
Glykogengehalt der Leber vermehrte, wenn es in nicht zu hoher 
Konzentration gegeben wurde; in letzterem Falle wirkte es in- 
folge zu starker Siurebildung (Milchsiure) Glykogen mobilisierend; 
Schneider und Widmann haben nun solche Mengen Methyl- 
glyoxal verfiittert, die sich knapp an der Grenze der letalen Dosis 
bewegten; es ist daher durchaus denkbar, daB die von ihnen ge- 
fundene Erhéhung des Blutzuckers nach Methylglyoxalgaben nur 
auf eine durch Siuren bedingte Glykogenmobilisierung zuriickgeht; 
nach Ansicht von Schneider und Widmann soll hingegen eine 
solche Erhéhung erst dann eintreten, wenn die Glykogendepots 
der Leber aufgefiillt sind und infolge zu geringen Fassungsver- 
mégen derselben mobilisiert werden. 

Um diese Frage zu entscheiden, bestimmten wir zu verschie- 
denen Zeiten zugleich mit dem Blutzucker auch den Glykogen- 
gehalt der Leber. Unsere Versuchsergebnisse sprachen nun ein- 
deutig dafiir, daB die Erhéhung des Blutzuckers eintrat, bevor 
es noch iiberhaupt zu einer nennenswerten Glykogenbildung in 


nicht alles Methylglyoxal aus der Blutbahn verschwunden war und als 
Milchsiure mitbestimmt wurde; diese Einschriinkung bezieht sich aber nur 
auf jene Milchsiéiurewerte, welche unmittelbar nach der Injektion von 
Methylglyoxal gefunden worden sind; denn wir konnten uns wiederholt 
iiberzeugen, daB Methylglyoxal mit Hilfe des Phosphor-Molybdansiurereagens 
nach Folin’) zu einem spiiteren Zeitpunkt kaum mebr in der Blutbahn in 
nennenswerter Konzentration nachweisbar war. 
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der Leber gekommen war; die stiirkste Glykogenbildung beobach- 
teten wir vielmehr erst dann, nachdem der Blutzucker schon wieder 
zum Ausgangswert zuriickgekehrt oder unter denselben gesunken 
war; aber auch diese Werte waren viel zu niedrig, um von einer 
Auffillung der Glykogendepots der Leber sprechen zu kénnen. 
Wir glauben daher, daB die Erhéhung des Blutzuckers nach Ver- 
fiitterung von Methylglyoxal in erster Linie nur auf eine Siure- 
wirkung (Milchsiurebildung) und dadurch bedingte Glykogen- 
mobilisierung zuriickgefiihrt werden muff, und kénnen uns aus 
diesem Grunde der Ansicht von Schneider und Widmann — 
soweit sie die Erhéhung des Blutzuckers betrifft -- nicht an- 
schlieBen. 

In diesem Zusammenhang wird es auch verstiindlich, dab 
Sjollema und Seekles bei ihren Tieren eine stiirkere Gluco- 
surie finden konnten, als der gegebenen Menge Methylglyoxal ent- 
sprach; weiter, da’ der Blutzucker gerade bei jenen Versuchs- 
tieren, welche nicht gefastet hatten, besonders stark anstieg, nach- 
dem dieselben bei einer starken Ubersiiuerung im Organismus 
auch viel mehr Glykogen zu mobilisieren imstande waren. Wir 
haben daher aus diesem Grunde in unserem Experiment nur 
junge weibliche Ratten benutzt, da diese nach 24stiindigem Fasten 
einen viel niedrigeren Glykogengehalt in der Leber aufweisen als 
junge minnliche Ratten unter den gleichen Bedingungen’); ferner 
verfiitterten wir, um eine Glykogenmobilisierung durch inter- 
mediire Siurebildung schon von vornherein méglichst zuriick zu 
dringen, nie mehr als 150mg Methylglyoxal. Wenn es trotz 
aller dieser VorsichtsmaBregeln nicht gelungen ist, Glykogen- 
mobilisierung ganz zu vermeiden, so scheint das eben in der Natur 
der Sache zu liegen, und wir sind iiberzeugt, dai die Verwen- 
dung von minnlichen Ratten mit gréBeren Glykogenreserven in 
der Leber zu noch héheren Anstiegen des Blutzuckers gefiihrt 
hatte. Allerdings suchten sich die Tiere schon selbst nach Még- 
lichkeit vor zu starker Ubersiiuerung im Organismus zu schiitzen, 
indem sie die Resorption von Methylglyoxal weitgehendst ver- 
ringerten, worauf wir nochmals zu sprechen kommen. 

Die Veranderungen im Blutzucker und im Leberglykogen 
werten wir demnach als die sichtbaren Auswirkungen zweier Re- 
aktionen, die im entgegengesetzten Sinne verlaufen; der Glykogen- 


*) Vgl. dazu die gleichzeitig erscheinende Abhandlung: Notiz iiber den 
Einflu8 von Geschlecht und Alter auf das Leberglykogen, Muskelglykogen 
und die Alkalireserve bei hungernden Ratten. 
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mobilisierung durch intermediiire Siurebildung (Milchsiure) 
steht die Glykogensynthese aus eben dieser Verbindung gegen- 
liber. Welche von den beiden Reaktionen iiberwiegt, hiingt von 
der verfiitterten bzw. resorbierten Menge Methylglyoxal, den Ver- 
suchsbedingungen und auch yon individuellen Faktoren ab. 

II]. Glycerinaldehyd. Genaue Untersuchungen iiber das 
Verhalten des Blutzuckers nach Verfiitterung von Glycerinaldehyd 
sind unseres Wissens noch nicht gemacht worden; unsere Versuche 
ergaben eine schwache voriibergehende Erhéhung des Blutzuckers, 
iiber deren Entstehung vorliiufig noch nichts Bestimmtes ausgesagt 
werden kann; da wir unsere Ratten mit d,l-Glycerinaldehyd be- 
lastet haben, ist es immerhin denkbar, daf eine der beiden optisch- 
aktiven Komponenten bei der Glykogenbildung eine bevorzugte 
Stellung einnimmt. 

Als Umwandlungsprodukte des d,l-Glycerinaldehyds im Organismus 
kommen nach den Untersuchungen von Embden und Mitarbeitern und von 
Loeb vor allem Milchsiiure'’) und d-Sorbose'‘) in Betracht; letztere entsteht 
aus dem kérperfremden ]-Aldehyd und Dioxyaceton, das gleichfalls als 
Umlagerungsprodukt des Glycerinaldehyds gefunden worden ist.'®) d-Sorbose 
kann aber nach den Versuchen von Embden und Griesbach") weiter 
in d-Milchsiiure und d-Glucose iibergehen. 

Eine vollstiindige Umlagerung des Glycerinaldehyds in Dioxyaceton 
diirfte wenig walrscheinlich sein, nachdem Glycerinaldehyd im Gegensatz 
zu Dioxyaceton Muskelglykogen nicht vermehrt, insuliniire Hypoglykiimie 
nicht behebt®’) und die Alkalireserve im Blut erniedrigt. 

Die geringfiigige Erhéhung des Blutzuckers nach Glycerin- 
aldehydgaben kénnte somit durch die Bildung von Mailchsiiure 
(Siurewirkung) verursacht werden oder durch das Entstehen von 
d-Glucose (aus d-Sorbose) direkt bedingt sein; zugunsten des 


ersteren spricht die Erniedrigung der Alkalireserve, welche aut 


eine intermediire Siiurebildung schlieBben liBt. Wie auch immer 
die Verhiiltnisse liegen mégen, so wiire es verfriiht, irgendwelche 
Schliisse ziehen zu wollen, da der Ubergang von d,l-Glycerin- 
aldehyd in Glykogen derzeit sicherlich noch zu wenig iiber- 
sichtlich ist. 


Mit Hilfe des Phosphor-Molybdiinsiiurereagens nach Folin’) 


erhielten wir im eiweibfreien Bluttiltrat — ihnlich wie bei den 
Methylglyoxaltieren — nur eine schwache Reduktion; rechnete 


man dieselbe auf Glycerinaldehyd um, so entsprach sie nur der 
Anwesenheit geringer Spuren von Glycerinaldehyd im Blut; die 
eleichzeitig durchgefiihrte Bestimmung des Leberglykogens ergab 
schon nach 1 Stunde weit vorgeschrittene Glykogenbildung; die 
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Resorption des Glycerinaldehyds erfolgte im allgemeinen besser 
als die des Methylglyoxals; bei letzterem war sie im mehrstiindigen 
Versuche gegen Ende wesentlich verlangsamt. 

oo a 


Experimenteller Teil. 


A. Versuchsanordnung. Uber Versuchsmaterial, Versuchsanordnung 
und Behandlung der Kontrolltiere vgl. den Abschnitt Versuchsanordnung in 
unserer III. Mitteilung: Die Umwandlung der Acetessigsiure durch Methy! 
glyoxal’’); die einzige Abweichung von der Versuchsanordnung bestand 
darin, da8 wir die Tiere statt 82 Stunden nur 24 Stunden hungern lieBen. 


Methylglyoxal: Darstellung nach Fischer und Feldmann"); Glycerin- 
aldehyd (inaktiv): Kahlbaumsches Priiparat; Dioxyaceton: Oxantin (I. G. 
Farbenindustrie); dasselbe wurde zur Entfernung etwaiger Spuren von Milch- 
siiure nach den Angaben von Reeves und Renbom”) gereinigt. 


B. Methodik. Die Bestimmung des Leberglykogens, des Methyl- 
glyoxals und des Glycerinaldehyds im Magen und Darm*) sowie im Blut 
neben Glucose erfolgte nach unseren friiheren Angaben’), die des Dioxy- 
acetons nach Campbell’) unter Zugrundelegung der von ihm angegebenen 
Zahlen (1 mg Dioxyaceton = 5,70 cem n/100-KMnO,); bei der Bestimmung 
des Muskelglykogens wurde von einem Ausfrieren der Ratten mit fliissiger 
Kohlensdure, wie es Cori*) bei seinen Versuchstieren getan hatte, Abstand 
genommen, da wir die Ratten jedesmal sofort analysierten; wir geben kurz 
die Arbeitstechnik wieder: 


Die Tiere wurden durch Durchtrennung der Halswirbel getétet, aus 
dem Halse entblutet und das Blut in einem Schilchen mit etwas Kalium 
oxalat aufgefangen; hierauf priparierten wir die Leber méglichst rasch 
heraus, wogen sie auf einem Uhrglischen und zerkleinerten sie in einem 
Kélbchen bei Gegenwart von 10cem heiBer 60°/,iger Kalilauge; bendtigter 
Zeitaufwand bis zum Eintragen der Leber in die Lauge: 60—90 Sekunden; 
dann entfernten wir den Magen und Darm zur Bestimmung des nichtresor- 
bierten Methylglyoxals bzw. des Glycerinaldehyds, wogen die Tiere, um eine 
vom Magen-Darminhalt unabhingige Berechnungsbasis fiir das Muskelgly- 
kogen zu besitzen und zerschnitten sie in kleine Stiicke, welche wir in 
250 cem heiBe 60°/,ige Kalilauge eintrugen; fiir diese zweite Phase be 
nétigten wir weitere 3—4 Minuten. Nach 3 stiindigem Erhitzen im Wasserbad 
unter hiiufigem Umschiitteln lieBen wir auf etwa 40—50° abkiihlen, filtrierten 
durch Glaswolle und verdiinnten mit 40—-50° warmen Wasser auf ein End- 
volumen von 750 ccm; dabei schied sich meistens eine dlige Fliissigkeits 
schichte ab; durch sehr gutes Durchschiitteln erzielten wir ein méglichst 
homogenes Gemisch und verwendeten davon 75 cem der warmen Lisung 
fiir die Glykogenbestimmung (d. i.: 1/,, des Gesamtvolumens). Die Fiillung 
des Glykogens erfolgte mit 150 cem 96°/,igen Alkohols; nach dem Stehen 
itiber Nacht wurde zentrifugiert, 2mal mit 70 und je 1 mal mit 90°/,igem 
und absolutem Alkohol und trockenem Ather gewaschen. Hydrolyse: 


*) Ich méchte an dieser Stelle Herrn Mag. pharm. M. Egger meinen 
herzlichsten Dank fiir seine Mithilfe bei der Aufarbeitung des Magen- 
Darmtraktes aussprechen. 











R. Stéhr, 





92 





















Tabelle I. 


Muskelglykogen, Alkalireserve und Leberglykogen bei hungernden ménnlichen 
Ratten 3 Stunden nach Verfiitterung von Dioxyaceton, Glycerinaldehyd und 
Methylglyoxal. (Kontrolltiere: Muskelglykogen: 0,122 g-°/, pro 100 g 



























































»,K6rpergewicht“*); Alkalireserve: 59,5 ccm pro 100 ccm Plasma; Leber- 
glykogen: 0,171 g-°/, pro 100 g Leber.) | 
Vorperiode Versuchsperiode 
= Substanz o~| a | 
_. » a ee foi = * 6 
he a of mM og 2 * 
s| 2 ge i2) s 23 Hoe S| E 
Bp; ee Fe ei] 2 | 2 | 2e RSE] E | OB 
el) a 2s 2/8 | 8 | & | Be BoB) B | E 
7 S ez | 8 5 B=] es a= |4egR| & g 
= os 8 a ‘fe ra oi ia” m = 
Ss oOo» 2 ) = = © es 0! 0 <— 
2 72 ~ s 2, a i aa) i 
a x | | Rj 8 
| 8 | 8 jmaPef me | me | ote | Sie | S| com 
Dioxyaceton. | 
1] 134 | 185 | 16 | 104 | 370 | 193 | 2,400 | 0,195 | 160 | 57,6 
2] 135 | 189 9) 99 | 370 | 255 2,107 | 0,172 | 156 | 59,0 
3] 140 179 16) 107 | 360 265 = 2,862 0,171 | 157 | 56,3 
4] 141 | 197 20, 109 | 400 | 275 1,880 | 0,159 | 169 62,6 
5] 142 192 15) — | 380 | 275 | 2,059 0,155 | 168 | 59,0 
6 | 143 | 190 | 20; 100 | 380 | 280 | 1,780 | 0,117 | 166 | 58,1 
Mittel: 257 | 2,181 | 0,161 | | 58,8 
Glycerinaldehyd. 
7| 70 | 114 | 12] 73 | 340 | 145 | 1,563 | 0,116 | 92 | 53,0 
8| 71 107 12) 96 | 320 | 180 2480 | 0,104 | 83 | 51,1 
9| 72 wl 9] — | 320 | 140° 2.247 | 0.131 | 89 | 56,8 
10} 73 111 |12| 91 | 220 | 135 0,952 | 0,088 | 89 | 55,8 
11] 74 | 116 8 | 78 | 230 | 130. 1,000 | 0,117 | 94 | 55,0 
12] 75 | 117 | 8| 81 | 230 | 110 | 1,263 | 0,001 | 92 | 51,1 
Mittel: 140 | 1584 0,108 | | 53,8 
Methylglyoxal. 
13] 105 | 147 | 12! 94] 150 | 60 | 0,450 | 0,102 | 121 | 50,2 
14] 106 150 (13; 89 | 150 | 60 | 0,475 | 0,118 | 121 47,3 
15] 129 | 172 | 18! 90 | 150 80 | 0,302 | 0,097 | 148 | 38,5 
16] 130 171 | 18| 97 | 150 | 60 | 1,214 | 0,150 146 44,3 
17] 131 167 | 15; 93 | 150 | 35 | 0317 | 0,132 141 | 47,1 
18 | 132 178 | 17 | 104 | 150 | 35 | 0,580 | 0,119 | 151 | 52,8 
Mittel: 55 | 0,556 | 0,120 | 46,7 / 
*) ,,Kérpergewicht“‘ = Gewicht des entbluteten Tieres nach Entfernung 


des Magens und Darmes. 
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8stiindiges Erhitzen mit 2,2°/,igem HCl; Bestimmung der Glucose nach 
Bertrand. 


C. Tierversuche. Das Verhalten des Muskelglykogens 3 Stunden 
nach Verfiitterung von Dioxyaceton, Methylglyoxal und Glycerin- 
aldehyd studierten wir an jungen, minnlichen Ratten, welche 
24 Stunden gehungert hatten (Tab. I); die verfiitterten Mengen 
betrugen bei Dioxyaceton: 0,2 g und bei Glycerinaldehyd: 0,2 bzw. 
0,3 g pro 100 g Ratte; bei Methylglyoxal wurde die Gesamtdosis 
auf 0,15 g beschrainkt; bei simtlichen Tieren stellten wir auch 
den Glykogengehalt der Leber fest; die in Tab. I angegebenen 
Werte fir die Alkalireserve nach Verabreichung von Dioxyaceton, 


Tabelle II. 


Blutzucker und Leberglykogen nach Verfiitterung von Methylglyoxal an 
hungernde weibliche Ratten. (Kontrolltiere: Leberglykogen 0,016 g-°/, 
pro 100 g Leber.) 
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oe amend 
oa , pad silos 
bo +2 ‘~ Methyl- | al 
by Y m | - - a i 
sl elgeie| se | 2 evo | gs | 8. | Pe | oe 
S/ 6 5s &¢ #18 | | # BE) ES | 
Fle ize 8/8 a £ | Rk] 8 | BR] oS | bw 
SiS idsisa| 3 5) Si i2| 2 |e g= | ~e 
Z slezi2| 3B a 2/2) 8 | S38 | £4 | gS 
Siss/F)/ RM] Sb} £18 | Rw ev ise. 1 85 
2 5H | & - > | 2 | ia | gs i} es 
Z| H | > | | Ra 
or || | 
| | 8 | & | mg-%/o] Stdn.| mg | mg _{me-* 4 mg- */o| mg-*/o) 8-°/o 
1] 118 138 11| 80 | 4, | 140 | 40/ 118) 0 +38 0011 
2) 119 | 140 15/ 86] %, | 140 | 40 130 0 +44 0,019 
3] 124/134 16, 91] 4, | 140 | 55 107 0 | +16 0,009 
| | Mittel: 45 — 0 | +29) 0,018 
4] 112 | 167 14} 90 | 1 | 150 | 50 | 120!) 4 +80) 0,150 
5| 113 | 146/16; 86] 1 | 150 20 |) 96) O | +10 0,200 
6] 114 169 | 18} 81] 1 | 150 60 | 148) 4 | +67, 0,012 
| Mittel: 43 | | 3 | +86| 0,121 
7| 115 | 152 | 21 | 82 2 150 | 50 | 102 | 4 | +20. 0,180 
8] 116 | 145 | 22; 91 | 2 | 150 63 | 101 | O | +10 0,043 
9] 117/ 148/19} 88 | 2 | 150 | 50 | 91) O | +83 0,124 
| | Mittel: 54 | | 1 411 | 0,116 
10] 121 | 159 | 17) 104 | 3 | 150 | 70) 8 0 —19 0,212 
11] 122 | 145 17| 104 | 3 | 150 | 70 81) O | —23 0,090 
12] 123 | 144 16} 86] 3 | 150 | 60 | 91 O | +5) 0,420 
Mittel: 67 0,241 
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Methylglyoxal und Glycerinaldehyd werden in der anschlieBenden 
Arbeit besprochen werden. 

Die Untersuchungen iiber die Veriinderungen des Blutzuckers 
nach Methylglyoxal- und Glycerinaldehydgaben fiihrten wir an 
jungen, weiblichen Ratten durch, die gleichfalls 24 Stunden ge- 
fastet hatten (Tab. I und III); mehrere Tiere wurden jedesmal 
zu einer Gruppe vereinigt und die Héhe des Blutzuckers zu 
Beginn des Itxperimentes bestimmt; eine 1/,, 1, 2, oder 3 Stunden 
nach der Fiitterung téteten wir sie, bestimmten abermals den 
Blutzucker und auch das Leberglykogen; weiter priiften wir auf 
die Anwesenheit von Methylglyoxal und Glycerinaldehyd im 
Blut neben Glucose; desgleichen stellten wir bei allen Versuchs- 


Tabelle ILI. 


Blutzucker und Leberglykogen nach Verfiitterung von Glycerinaldehyd an 
hungernde weibliche Ratten. (Kontrolltiere: Leberglykogen 0,016 g-°, 
pro 100 g Leber.) 





Vorperiode Versuchsperiode 
Ss | | 
_ ge | ; Glycerin- - - ~ 
a a h | Sud * . fa - 
Pp o So] 5 | © aldehyd , - wo 5 2 
sie iag|s| 2 | 4 “ |35|28)| ox 
> | o 4 : © = © as 
eleiscl#/ 2/2 2!¢8 8 | $8) 38)/Ss 
s/8 65/8 N 3 @ © ys | as | So 
r — Oe | = = = ~ = = fet = 2n aS 
Alo |tsy] 2 = D ~ = P 2, m FQ D = 
“a SSl\e| wa be iS 5 a S (ke l@ 
das" i E | ~ | _ mM = - eB) © 
9 |~2)/o | y 1 » S oS 4 5 
~ tH 
— N 
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| 
g | g |mg-%|Stdn.| mg | mg mg-/o mg-°/o mg-%/o| g-"/o 





1/90) 14612, 98 | 1, | 300; 50, 99!) 2 | +11! 0016 
2/92; 140 11) 100] 2, | 280 80) 112. 2 


| Mittel: 65 2 

3] 84/150 18 103 | 1 | 300 | 100 | 128 1 +25 0,647 
7 

l 








4] 85 | 154 17) 103 1 |; 310 | 150 | 106 1 + 3 0,174 
5|86| 147,17) 91] 1 | 80 7); 99; 1 +8) 0418 
| | Mittel: 107 | | 6 | +12! 0,418 
6]81|195 15; 87] 2 | 40 | 16 | 90) 1 43) — 
7) 82] 141/16 105 | 2 | 280 | 100 | 108 1 | + 3/ 0,750 
8]83/ 158 15 91] 2 | 320 | 120 | 107 1 +16 0,152 
| | Mittel: 128 | 1 |} +7] 0,451 

| | | j 
9]87/ 142 11 89] 3 | 180 | 150 | 71 0 | —18 | 0,334 
10] 88 | 161; 8) 87] 3 | 320} 170 | 84) O | + 8} 0,476 
11/89 135 10, 96 | 3 270 150 84) O | —12)| 0,417 








Mittel: 157 0 —11 0,407 
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tieren die jeweils resorbierte Menge Methylglyoxal und Glycerin- 
aldehyd fest. 

Der Glykogengehalt im Muskel betrug bei acht jungen miinn- 
lichen Kontrolltieren im Mittel 0,122 g-°/, pro 100 g_ ,,Kérper- 
gewicht* (beziiglich ,,.Kérpergewicht* vgl. den Abschnitt: Methodik); 
die von uns gefundenen Werte des Muskelglykogens stimmten 
mit den von Cori angegebenen Zahlen gut iiberein (0,182 und 
0,128 g-°/,); fiir das Leberglykogen fanden wir bei sieben miinn- 
lichen Kontrolltieren 0,171 g-°/, pro 100 g Leber und bei acht weib- 
lichen Kontrolltieren 0,016 g-°/,.*) 

Die Tab. I, II und LI geben die Versuche wieder. 

D. Diskussion der Versuche. 1. Muskelglykogen: Unsere 
Versuche ergaben, daf Methylglyoxal und Glycerinaldehyd 3 Stun- 
den nach der Verfiitterung im Gegensatz zu Dioxyaceton den 
Glykogengehalt im Muskel nicht veriindern (Tab. 1); so fanden 
wir nach Verabreichung von Dioxyaceton (0,2 ¢ pro 100 g Ratte) 
einen Anstieg des Muskelglykogens um 0,039 g-°/, (0,161 g-°/, pro 
100 g ,,Kérpergewicht“ gegentiber 0,122 g-°/, bei den Kontroll- 
tieren); dagegen blieb der Gehalt des Muskels an Glykogen bei 
jenen Tieren, welche Methylglyoxal bzw. Glycerinaldehyd erhalten 
hatten, praktisch derselbe (0,108 g-°/, nach Glycerinaldehydzufuhr 
und 0,120 g-°/, nach Verabreichung von Methylglyoxal). Die gleich- 
zeitig durchgefiihrte Bestimmung des Leberglykogens fiihrte zu 
folgenden Werten: Dioxyaceton: 2,181 g-°/,, Glycerinaldehyd: 
1,584 g-°/, und Methylglyoxal: 0,556 g-°/, pro 100g Leber. Diese 
Zahlen lassen Dioxyaceton als ganz besonders guten Glykogen- 
bildner erscheinen; jedoch besteht dies nur insofern zu Recht, als 
Dioxyaceton, ohne die geringsten Erscheinungen hervorzurufen, 
in unbeschriinkter Menge verfiittert und resorbiert werden kann, 
withrend Methylglyoxal und Glycerinaldehyd in héheren Dosen 
mehr oder minder stark toxisch wirken; stellt man das neu- 
gebildete Glykogen im Muskel und in der Leber (eine Leber 
wiegt durchschnittlich 5 g) in Beziehung zur jeweils resorbierten 
Menge, so findet man (in runden Zahlen ausgedriickt), dab vom 
Dioxyaceton 63°/,, vom Glycerinaldehyd 50°/, und vom Methyl- 
elyoxal 34°/, in Glykogen umgewandelt worden sind; Glycerin- 
aldehyd ist somit eine Substanz, die in ihrer Fihigkeit, Gly- 
kogen zu bilden, dem Dioxyaceton nur wenig nachsteht. 


*) Vgl. dazu die gleichzeitig erscheinende Abhandlung: Notiz iiber den 
Einflu8 von Geschlecht und Alter auf das Leberglykogen, Muskelglykogen 
und die Alkalireserve bei hungernden Ratten. 
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2. Blutzucker und Leberglykogen: Das Verhalten des 
Blutzuckers zu verschiedenen Zeiten nach Verfiitterung von Me- 
thylglyoxal und Glycerinaldehyd an weibliche Ratten ist aus 
der Tab. II ersichtlich; wir stellen die Verinderungen des Blut- 
zuckers gegeniiber dem Ausgangswert nochmals zusammen; die- 
selben betrugen bei: 


























Methylglyoxal | Glycerinaldehyd 
mg-°/, mg-°/, 
nach '/, Stunde + 29 + 6 
- 1 ” + 36 + 12 
,» 2 Stunden +11 + 7 
» 8 » — 12 — 11 


Methylglyoxal verursacht demnach wesentlich stirkere An- 
stiege des Blutzuckers als Glycerinaldehyd. In diesem Zusammen- 
hang ist es interessant, die Glykogenbildung in der Leber nach 
Verfiitterung dieser beiden Substanzen zu den _ verschiedenen 
Zeiten zu vergleichen: 























Leberglykogen Methylglyoxal Glycerinaldehyd 
bei: 8-"/o 8-"lo 
nach ‘/, Stunde 0,013 0,022 
» = ” 0,121 0,418 
, 2 Stunden 0,116 0,451 
we 0,241 0,407 


Diese Zahlen zeigen deutlich, wie rasch und leicht der Gly- 
kogenansatz in der Leber nach Verabreichung von Glycerinaldehyd 
einsetzt; schon nach einer Stunde bewegt er sich in einer Hohe, 
die auch spiiter nicht mehr wesentlich iiberschritten wird; ganz 
anders liegen die Verhiltnisse nach Verabreichung von Methyl- 
glyoxal; sie lassen sehr gut erkennen, wie langsam der Glykogen- 
aufbau infolge der intermediiren Siurebildung erfolgt; erst all- 
mihlich gelingt es dem Organismus, dieser primiren Siuerung, 
welche in den starken Blutzuckeranstiegen zum Ausdruck kommt, 
Herr zu werden; daher kiénnen wir auch den stiirksten Anstieg 
im Leberglykogen erst zwischen der 2. und 3. Stunde der Ver- 
suchsdauer verzeichnen. Es erscheint uns noch bemerkenswert, 
daB bei beiden Substanzen die Glykogenbildung in der Leber 
erst nach der ersten halben Stunde beobachtet werden konnte 

Die Resorption des Glycerinaldehyds erfolgte im allgemeinen 
besser als die des Methylglyoxals; es wurden resorbiert von: 
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Methylglyoxal | Glycerinaldehyd 
mg mg 
nach '/, Stunde 45 65 
— wee 43 107 
» 2 Stunden 54 128 
a <a 67 157 


Die resorbierte Menge Glycerinaldehyd stieg somit in den 
3 Stunden auf das 2,5-fache des nach der ersten halben Stunde 
erhaltenen Wertes; dagegen war beim Methylglyoxal in derselben 
Zeit nur eine Zunahme um die Hilfte erfolgt. 

Methylglyoxal und Glycerinaldehyd wurden mit Hilfe des 
Phosphormolybdiinsiurereagens nach Folin nur in verschwinden- 
der Menge im Blut neben Glucose nachgewiesen; nur nach Ver- 
fiitterung von Glycerinaldehyd fanden wir einmal einen Wert 
(Tab. III, Ratte Nr. 4), der weit iiber dem Durchschnitt lag. 


Zusammenfassung. 

Methylglyoxal und inaktiver Glycerinaldehyd vermehrten im 
Gegensatz zu Dioxyaceton bei hungernden Ratten den Glykogen- 
gehalt im Muskel nicht; die friiheren Angaben beziiglich des 
Leberglykogens wurden neuerlich bestitigt und in Ergiinzung 
dazu auf die gréBere ZweckmiBigkeit der Verwendung scheckiger 
Ratten bei Versuchen mit Methylglyoxal hingewiesen. 

Zur Frage der Erhéhung des Blutzuckers nach Verfiitterung 
von Methylglyoxal wurde eingehend Stellung genommen und die- 
selbe auf eine Glykogenmobilisierung zuriickgefiihrt, welche durch 
intermediires Entstehen von Milchsiure ausgelést wird. 

Auch nach Verabreichung von Glycerinaldehyd war eine 
schwache voriibergehende Erhéhung des Blutzuckerspiegels zu er- 
kennen; iiber die Ursache ihres Entstehens kann mit Riicksicht auf 
die derzeitige Uniibersichtlichkeit des Mechanismus der Glykogen- 
bildung aus Glycerinaldehyd nichts Bestimmtes ausgesagt werden. 

Die gleichzeitig durchgefiihrte Bestimmung des Lebergly- 
kogens erlaubte einen Einblick in den jeweiligen Stand der 
Glykogenbildung; eine solche war erst nach Ablauf der ersten 
halben Stunde zu verzeichnen. 
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IV. Mitteilung: Vergleichende Untersuchungen iiber die Alkalireserve 
nach Verfiitterung von Methylglyoxal, Glycerinaldehyd, Dioxyaceton und 
Glucose und ihre Beziehung zum Leberglykogen; 
zugleich ein Beitrag zur Frage der alimentaren Hyperglykamie. 


Von 
R. Stéhr. 


Im folgenden berichten wir in erster Linie iiber das Ver- 
halten der Alkalireserve im Blut nach Verfiitterung von Methyl- 
vlyoxal, Glycerinaldehyd und Dioxyaceton an hungernde Ratten 
und bringen deren Veriinderung mit dem jeweiligen Glykogen- 
gehalt der Leber in Beziehung; wir hofften dadurch einerseits 
einen Einblick zu bekommen, ob im Organismus die Glykogen- 
bildung aus diesen Substanzen allgemein iiber eine intermediire 
Siiurestufe fiihrt, andererseits die Frage zu entscheiden, inwieweit 
der Glykogenaufbau in der Leber durch eine voriibergehende 
Siiuerung beinfluBt wird. 

Untersuchungen im genannten Sinne liegen unseres Wissens nicht vor. 
Schneider und Widmann’) fanden im Blut nach intravendser Injektion 


von Methylglyoxal und Dioxyaceton nur in ersterem Falle bei gleichzeitiger 
Erhéhung des Milchsiiurespiegels eine Abnahme der Alkalireserve; sie 
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schlossen daher, daB im Organismus wohl Methylglyoxal, nicht aber Dioxy- 
aceton in Milchsiiure umgewandelt wird. 


Schneider und Widmanns Untersuchungen beziiglich des 
Methylglyoxals haben die Frage des Verhaltens der Alkalireserve 
im Blut nur nebenbei gestreift und sie lediglich zur Erklirung 
fiir die erhéhten Milchsiurewerte im Blut herangezogen; mit 
Riicksicht auf die toxischen Eigenschaften der groBen Mengen 
injizierten Methylglyoxals — dieselben bewegten sich knapp an 
der letalen Dosis und fiihrten meistens den Tod der Versuchstiere 
herbei — kann man ihre Versuche leider kaum mehr als Versuche 
unter physiologischen Bedingungen bezeichnen; hingegen sind 
ihre Versuchsergebnisse nach intravenéser Injektion des ungiftigen 
Dioxyacetons um so bemerkenswerter, als in der Literatur all- 
gemein eine Umwandlung von Dioxyaceton in Milchsiiure an- 
genommen wird. 

So berichteten Oppenheimer’), Shaffer und Friedmann’) iiber 
die Bildung von Milchsiéiure aus Dioxyaceton in vitro unter dem Einflub 
von Alkali; Embden, Baldes und Schmitz‘) konstatierten bei der Durch- 
blutung der Leber mit Dioxyaceton sowie im Kontakt desselben mit Blut- 
kérperchen das Auftreten von Milchsiure; schlieBlich fanden Isaac und 
Adler®) beim Menschen nach Dioxyacetongaben vermehrten Milchsiure- 
gehalt im Blut und Harn. 

Wir waren daher vor allem bestrebt unter méglichst physio- 
logischen Bedingungen zu arbeiten; aus diesem Grunde gaben wir 
die drei Substanzen per os, um schon bei der Resorption dem 
Organismus die Méglichkeit zu geben regulierend einzugreifen, und 
weiter verfiitterten wir vom Methylglyoxal und Glycerinaldehyd nur 
Mengen, die nicht toxisch wirkten, jedoch bei geniigend langer Ver- 
suchsdauer zu einer Glykogenbildung in der Leber fiihren muBten. 

Schon in der voranstehenden Mitteilung*) konnten wir darauf 
hinweisen, daB noch drei Stunden nach Verfiitterung von Methyl- 
glyoxal und Glycerinaldehyd die Alkalireserve wesentlich niedriger 
war als bei den Kontrolltieren; hingegen zeigte dieselbe nach 
Verabreichung von Dioxyaceton zu dem gleichen Zeitpunkt schon 
wieder normale Werte. Um dem Einwand zu begegnen, dab bei 
der langen Versuchsdauer eine anfingliche Senkung der Alkali- 
reserve bereits wieder iiberwunden sein kiénnte, téteten wir mehrere 
Tierserien schon 1 bzw. 2 Stunden nach der Fiitterung und be- 
stimmten zugleich mit der Alkalireserve den Glykogengehalt der 
Leber. Unsere Versuche haben nun eindeutig ergeben, dab Methy!- 
glyoxal und Glycerinaldehyd im Blut die Alkalireserve erniedrigen, 


Dioxyaceton hingegen dieselbe unveriindert liBt; die Abnahme 
"* 
‘ 
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des Kohlensiiurebindungsvermégens war nach Methylglyoxalzufuhr 
wesentlich stiirker als nach Verabreichung von Glycerinaldehyd. 
Die Umwandlung des Dioxyacetons in Glykogen erfolgte im 
Gegensatz zu Methylglyoxal und Glycerinaldehyd nicht iiber eine 
intermediiire Siurestufe; unsere Versuchsergebnisse stehen somit 
beziiglich des Methylglyoxals und des Dioxyacetons im _ vollen 
Kinklang mit den Angaben von Schneider und Widmann. Der 
Glycerinaldehyd nimmt in seiner Wirkung auf die Alkalireserve 
eine Mittelstellung zwischen Methylglyoxal und Dioxyaceton ein; 
die Ursache des Absinkens der Alkalireserve nach seiner Ver- 
abreichung diirfte vermutlich ebenfalls auf die intermediire Bildung 
von Milchsiiure zuriickzufiihren sein*), wobei auBerdem noch an 
ein verschiedenes Verhalten der beiden optisch aktiven Komponenten 
zu denken wiire. 

Vergleichen wir die Werte der Alkalireserve mit dem jeweiligen 
Glykogengehalt der Leber, so finden wir (speziell beim Methyl- 
elyoxal), dab tiefe Werte der Alkalireserve in der Regel mit solchen 
eines niedrigen Leberglykogens zusammentfallen, bzw. daB Glykogen- 
ansatz in der Leber von einem Anstieg der Alkalireserve begleitet 
wird. Es ist dies verstiindlich, wenn man bedenkt, daB intermediir 
entstehende Siuren im Organismus zuerst neutralisiert werden 
miissen; bei dem Glykogenaufbau in der Leber aus diesen Siuren 
wird die entsprechende Menge Alkali wieder frei und erhéht 
dadurch das Kohlensiurebindungsvermégen im Blut; je stirker 
die Siuerung im Organismus ist, je schwerer dieselbe kompensiert 
wird, um so langsamer erfolgt im allgemeinen der Aufbau zu 
Glykogen; daraus erklirt sich, daB die Intensitit der Glykogen- 
bildung in der Leber von Dioxyaceton iiber den Glycerinaldehyd 
zum Methylglyoxal immer mehr abnimmt. Die Alkalireserve und 
die Alkalibereitschaft des einzelnen Individuums ist somit ein 
wichtiger Faktor bei der Glykogenbildung in der Leber. 

DaB eine voriibergehende Siuerung den Glykogenaufbau in 
der Leber sehr stark beeinflussen kann, sahen wir bei analogen 
Versuchen mit Glucose; auch Glucose bedingt — allerdings nicht 
regelmibig — einen Abfall der Alkalireserve, welche durch inter- 
mediires Entstehen von Methylglyoxal bzw. von Milchsiure er- 
kliirt werden muBb**). 


*) An dem Auftreten von Milchsiiure als Stabilisierungsprodukt im 
Abbau der Glucose diirfte heute wohl kaum mehr gezweifelt werden. 

**) Uber die Bildung von Milchsiiure aus Glycerinaldehyd vgl. die 
Arbeiten von Embden, Baldes, Schmitz‘) und von Loeb’). 
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Die Verminderung der Alkalireserve nach Verabreichung von Glucose 
ist bis jetzt wenig beachtet worden; Borghi®) fand nach subkutaner In- 
jektion von Glucose bei Kaninchen eine leichte Herabsetzung der Alkali- 
reserve; weiter erwihnen wir Wierzuchowski und Laniewski”®), die 
bei Dauerinjektion von Glucose an Hunden eine starke Abnahme der 
Alkalireserve bei gleichzeitigem Anstieg des Milchsiurespiegels im Blut 
konstatieren konnten; hierher gehéren auch die Arbeiten iiber das Absinken 
der Alkalireserve bei Muskeltraining’’) und nach Injektion von Insulin"), 
bei denen die Abnahme der Alkalireserve ebenfalls auf eine intermediiire 
Siuerung, bedingt durch einen gesteigerten Zuckerabbau, zuriickgefiihrt 
werden muB. 


Die bei unseren Versuchen mit Glucose gleichzeitig durch- 
gefiihrte Bestimmung des Leberglykogens zeigte, iihnlich wie beim 
Methylglyoxal, eine weitgehende Ubereinstimmung zwischen niedri- 
gem Leberglykogen und tiefer Alkalireserve; auch hier vermochte 
eine starke Siiuerung, die in den tiefen Werten der Alkalireserve 
zum Ausdruck kommt, den Glykogenaufbau betriichtlich zu ver- 
zogern. 

Die Abnahme der Alkaliseserve nach Verfiitterung von Glucose 
ist unseres Erachtens ein weiterer Beweis fiir die herrschende 
Ansicht, daB die Umwandlung der Glucose in Glykogen iiber die 
Methylglyoxal- und Miulchsiiurestufe fiihrt. Das Verhalten der 
Alkalireserve nach Glycerinaldehydgaben wiirde ein intermediiires 
Entstehen desselben als Durchgangsstufe bei der Milchsiiurebildung 
aus Glucose nicht ausschlieBen; hingegen muB das Ausbleiben des 
Absinkens der Alkalireserve nach Dioxyacetonzufuhr in dem Sinne 
gewertet werden, daB das Dioxyaceton unmdglich ein Zwischen- 
produkt beim Abbau der Glucose im Organismus darstellen 
kann. Die Glykogenbildung aus Dioxyaceton erfolgt daher nach 
anderen Gesetzen als die aus Glucose, Methylglyoxal und Glycerin- 
aldehyd, 

Mit Riicksicht auf den O6fters nachgewiesenen Abfall der 
Alkalireserve nach Glucosegaben, méichten wir noch kurz aut 
die Ursache der alimentiiren Hyperglykiimie eingehen, deren Auf- 
treten nach Zuckerbelastung allgemein beobachtet werden kann. 
Die herrschende Ansicht fiihrt dieselbe entweder auf eine Durch- 
brechung der Leberschranke zuriick (Austritt von unveriinderter 
Glucose in die Blutbahn und dadurch bedingte Erhéhung des 
Blutzuckers), oder erklirt sie durch kompensatorischen Abbau des 
Leberglykogens, da die Glykogendepots der Leber nur einen be- 
schrinkten Fassungsraum besitzen. lLetztere Annahme ist bei 
Hungertieren mit dem niedrigen Glykogengehalt der Leber nicht 
vereinbar. Auf Grund der Ergebnisse unserer voranstehenden 
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Mitteilung muf man noch eine dritte Moéglichkeit fiir das Ent- 
stehen einer alimentiren Hyperglykiimie in Erwiigung ziehen. 
Dort konnten wir zeigen, daB Methylglyoxal bei hungernden Ratten 
eine starke Erhéhung des Blutzuckers hervorruft, die nur durch 
eine Glykogenmobilisierung infolge zu starker intermediiirer Siure- 
bildung erkliirt werden kann; es scheint uns daher durchaus nicht 
ausgeschlossen, da die alimentiire Erhéhung des Blutzuckers auch 
durch eine Glykogenmobilisierung infolge von Siiurewirkung (Ent- 
stehen von Methylglyoxal und Umlagerung desselben in Milchsiiure) 
hbedingt oder zumindestens mitbedingt sein kann. Dafiir spricht 
die Tatsache, daB der Anstieg des Blutzuckers schon kurz nach 
der Zuckerbelastung eintritt, wihrend der Glykogenansatz in der 
Leber in der Regel erst nach Ablauf einer ?/, Stunde in Erschei- 
nung tritt. 


Experimenteller Teil. 


A. Versuchsanordnung. Uber Versuchsanordnung, Versuchsmaterial 
und Behandlung der Kontrolitiere vgl. den Abschnitt Versuchsanordnung 
in unserer III. Mitteilung: Die Umwandlung der Acetessigsiiure durch Me- 
thylglyoxal'’); die einzige Abweichung von der Versuchsanordnung bestand 
darin, daB wir die Tiere statt 32 Stunden nur 24 Stunden hungern lieBen. 

Methylglyoxal: Darstellung nach Fischer und Feldmann"); Dioxy- 
aceton: Oxantin (I. G. Farbenindustrie); dasselbe wurde zur Entfernung 
etwaiger Spuren von Milchsiiure nach den Angaben von Reeves und 
Renbom") gereinigt; Glycerinaldehyd (inaktiv) und Glucose (reinst wasser- 
frei): Kahl baumsches Priiparat. 


B. Methodik. Die Bestimmung des Leberglykogens, sowie des 
Methylglyoxals und des Glycerinaldehyds im Magen und Darm erfolgte 
nach unseren friiheren Angaben ''® 1%); die des Dioxyacetons nach Camp- 
bell'’) unter Zugrundelegung der von ihm angebenen Zahlen (1 mg Di- 
oxyaceton = 5,70 cem n/100-KMnO,); Alkalireserve nach van Slyke"); die 
Tiere wurden aus dem Halse entblutet und das Blut unter schwachem 
tiihren in einem Schiilchen bei Gegenwart von etwas Kaliumoxalat auf- 
gefangen; das Blutplasma wurde vor der Bestimmung mit Alveolarluft ins 
Gleichgewicht gebracht. 


C. Tierversuche. Die Untersuchungen iiber das Verhalten 
der Alkalireserve zu verschiedenen Zeiten nach Verabreichung 
von Methylglyoxal, Glycerinaldehyd, Dioxyaceton und Glucose 
fiihrten wir an miinnlichen Ratten durch, welche 24 Stunden 
eehungert hatten (Tab. I und II); die Tiere wurden 1, 2 und 
bzw. 3 Stunden nach der Fiitterung getétet; bei den Versuchen 
mit Methylglyoxal verwendeten wir scheckige Tiere ®); die gegebenen 
Mengen betrugen bei Dioxyaceton, Glycerinaldehyd und Glucose 
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0,2 g pro 100g Koérpergewicht; bei Methylglyoxal beschriinkten wir 
die Gesamtdosis auf 0,15 ¢; bei simtlichen Tieren wurde auch 
der Glykogengehalt der Leber bestimmt. 


Die Bestimmung der Alkalireserve ergab bei 7 miinnlichen 
Kontrolltieren im Mittel 59,5 ccm CO, fiir 100 ccm Plasma 
(0° und 760 mm Druck); die von uns gefundenen Zahlen schwank- 
ten nur innerhalb sehr enger Grenzen (57,6—62,4 ccm CO,) und 
zeigten eine gute Ubereinstimmung mit den von Hawkins?) an- 
gegebenen Werten (Mittelwert von 40 Tieren: 56,7 ccm)*); der 
Glykogengehalt der Leber betrug bei 7 miinnlichen Kontroll- 
tieren 0,171 g-°/, pro 100 g Leber. 

Die beigefiigten Tab. I und II geben die Versuche wieder; 
aus Raumersparnis sind in Tab. [ 3 Stunden nach der Fiitterung 
von Methylglyoxal, Glycerinaldehyd und Dioxyaceton nur die 
Durchschnittswerte von 6 Versuchen angefiihrt; beziiglich der 
genauen Angaben verweisen wir auf die Tab. I der vorangehenden 
Mitteilung. 

Tab. If enthilt einige Versuche mit Glucose, bei denen wir 
eine Abnahme der Alkalireserve nachweisen konnten. 


D. Diskussion der Versuche. Unsere Versuche ergaben, dal 
nach Verfiitterung von 0,2 ¢ Dioxyaceton pro 100g K®orper- 
gewicht an hungernde Ratten die Alkalireserve im Blut sich 
nicht iinderte (Tab. I), obwohl die gleichzeitig durchgefiihrte Be- 
stimmung des Leberglykogens einen progressiven Glykogenansatz 
erkennen lieB, welcher fiir eine stetige Umwandlung von Dioxy- 
aceton in Glykogen spricht; hingegen fanden wir nach Verab- 
reichung von Methylglyoxal und Glycerinaldehyd (Tab. I) unter 
analogen Versuchsbedingungen eine deutliche Abnahme des Kohlen- 
siurebindungsvermégens im Blut; die tiefen Werte der Alkali- 
reserve bei den Ratten Nr. 2, 4 und 5 (Tab. II) bei gleichzeitig 
niedrigem Leberglykogen stiitzen unsere eingangs geiiuBerte An- 
sicht, daB eine extrem starke Siuerung die Glykogensynthese in 
der Leber auf lingere Zeit zu verhindern vermag. 


*) Hawkins macht keine niheren Angaben, ob er Ratten verschie- 
denen Geschlechtes untersucht hat; bei weiblichen Ratten fanden wir 
etwas niedrigere Durchschnittszahlen (57,7 cem CO,) als bei miinnlichen 
Tieren (vgl. dazu die gleichzeitig erscheinende Abhandlung: Notiz iiber 
den Einflu8 von Geschlecht und Alter auf das Leberglykogen, Muskel- 
glykogen und die Alkalireserve bei hungernden Ratten). 
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Tabelle IL. 


Alkalireserve und Leberglykogen nach Verfiitterung von Dioxyaceton, 
Glycerinaldehyd und Methylglyoxal an hungernde mannliche Ratten. 


Alkalireserve 59,5 ccm pro 100 ccm Plasma, 
Leberglykogen 0,171 g-°/, pro 100 g Leber.) 
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-o/ [Stdn.| 




















Versuchsperiode 
Substanz | _ | 
fi | ee | £ 
3 | + » 1a = | g 
a © s,s |e” | & 
s| 3 £ | PS | 3 
El ¢€ ; je. | @ 
>| 2 B | AE | * 

| | 
mg mg | g-°/, | ccm 
Dioxyaceton. 
1 520 | 170 | 0,304 | 59,0 
L | 450 120 | 0,587 | 61,0_ 
| Mittel: 145 0,445 | 60,0 
2 | 480 210 1,164 58,6 
2 | 380 180 | 1,045 57,6 
| TU... A We soll 
| Mittel: 195 | 1,104 | 58,1 
3 | Mittel: 257 | 2,181 | 588 
| Glycerinaldehyd. 
1 | 360 110 1,140 54,5 
1 | 360 100 | 0,989  55,0_ 
| Mittel: 105 | 1,064 | 54,7 
2 | 350 | 120 | 1,870 | 53,6 
2 | 370 | 95 1,600 | 57,3 
| Mittel: 107 | 1,485 | 55,4 
3 | Mittel: 140 | 1,584 | 53,8 
| Methylglyoxal. 
1 | 150 45 0,388 | 37,6 
1 | 150 30 = 0,282:«| «52,4 
| Mittel: 37 | 0,885 | 45,0 
2 | 150 45 | 0,519 | 56,7 
2 | 150 50 0,524 52,4 
| Mittel: 47 | 0521 | 545 
3 | Mittel: 55 0,556 46,7 
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Tabelle IL. 
Alkalireserve und Leberglykogen nach Verfiitterung von Glucose 
an hungernde mannliche Ratten. 


(Kontrolltiere: Alkalireserve 59,5 ccm pro 100 ccm Plasma, 
Leberglykogen 0,171 g-°/, pro 100 g Leber.) 














Vorperiode Versuchsperiode 
bs | | z 5 = PF | 2 
fa lak = e s _ oe = 
2] € RSE) &@ 2148 ge gH : 
= 5s | 5 & D Ss a = 3 > - 
5 & | ‘g = & a Ss = se <> — 
Z 7s |\t-#i = = z Oo om = 
£ |e B fa 5 > @ ¢ = 
zs ic™ a = aa. 
S «Cf = . ras 
mm | ¢ g mg-°/, | Stdn. mg g-9/, | com 
1 93 192 14 79 l 380 0,508 55,6 
2 G4 216 19 82 ] 430 0,227 45,8 
3 149 197 16 96 i 40) 1,005 56,3 
4 95 190 19 107 2 380 0,248 47,7 
5 96 192 15 91 2 380 0,164 47.8 
6 97 202 15 106 3 400 0,402 54,5 
7 98 213 17 90 3 420) ] 042 54,5 
Zusammenfassung. 


Die Verfiitterung von Methylglyoxal und Glycerinaldehyd 
verursachte bei hungernden Ratten eine betriichtliche Abnahme 
der Alkalireserve im Blut; Dioxyaceton hingegen lieB dieselbe 
unveriindert. Die Abnahme des Kohlensiiurebindungsvermégens 
war nach Methylglyoxalzufuhr wesentlich stirker als nach Ver- 
abreichung von Glycerinaldehyd. Auch nach Glucosegaben war 
des 6fteren ein Absinken der Alkalireserve nachzuweisen. 

Die Anderung der Alkalireserve nach Verfiitterung von 
Methylglyoxal, Glycerinaldehyd und Glucose labt eine aller Wahr- 
scheinlichkeit nach gleichartige Umwandlung dieser drei Sub- 
stanzen in Glykogen vermuten, die iiber eine intermediire Bil- 
dung einer Siiure (Milchsiiure) fiihrt. Da nach Dioxyacetongaben 
die Alkalireserve unveriindert bleibt, kann ein Entstehen von 
Dioxyaceton als Zwischenprodukt beim Abbau der Glucose zu 
Milchsiiure nicht in Frage kommen. 

Es wurde auf die Abhingigkeit der Giykogenbildung in der 
Leber von der jeweiligen Siiuerung im Organismus hingewiesen. 

Auf Grund des Verhaltens des Blutzuckers nach Verabreichung 
von Methylglyoxal scheint es nicht ausgeschlossen, dab bei d 
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Auftreten der alimentiiren Hyperglykiimie nach Verfiitterung 
von Glucose eine Glykogenmobilisierung durch Siiurewirkung 
(intermediiire Bildung von Methylglyoxal bzw. Milchsiiure) eine 
wesentliche Rolle spielt. 


11. 


12. 
13. 
14. 
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Notiz iiber das Verhalten von Leberglykogen, Alkalireserve 
und Blutzucker nach Acetolfitterung. 


Von 


R. Stéhr und R. Miiller. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. August 1932.) 


In Erginzung zu unseren Untersuchungen iiber das Methyl- 
glyoxal!”%) und die Brenztraubensiure ') interessierte uns die Frage, 
ob auch das Acetol (CH,-CO-CH,OH), der diesen beiden Verbin- 
dungen zugrunde liegende Ketonalkohol, im Organismus in Methyl- 
glyoxal iibergehen bzw. Glykogen bilden kann. Um dies zu ent- 
scheiden, fiitterten wir Ratten mit Acetol und bestimmten das 
Leberglykogen, die Alkalireserve und den Blutzucker, die alle drei 
bei einem intermediiiren Auftreten von Methylglyoxal charakte- 
ristische Veriinderungen geben.) **) 

Uber Fiitterungsversuche mit Acetol haben unseres Wissens nur Greer, 
Witzemann und Woodyatt*‘) berichtet; diese Autoren fanden bei 
phlorrhizinierten Hunden keine Ausscheidung von Extraglucose. 

Auch unsere Versuche lieBen eine Zuckerbildung im Orga- 
nismus nicht erkennen; so fanden wir 3 Stunden nach Verab- 
reichung von 0,1—0,2 g Acetol pro 100 g Kérpergewicht an 
hungernde Ratten keine wesentliche Vermehrung im Glykogen- 
gehalt der Leber; das Acetol wurde im Gegensatz zu Methyl- 
glyoxal weitgehend resorbiert und scheinbar gut vertragen, war in 
hoher Konzentration in der Blutbahn nachweisbar und veriinderte 
die Alkalireserve des Blutes nur wenig; der Blutzucker blieb nach 
Verfiitterung von 0,1 g Acetol pro 100 g Kérpergewicht unver- 
iindert; erst héhere Dosen (0,2 g pro 100g Kérpergewicht) scheinen 
einen Anstieg desselben zu verursachen. Eine Ausscheidung von 
KiweiB im Harn, wie sie die oben erwihnten Autoren bei ihren 
Versuchstieren gefunden hatten, konnten wir nicht feststellen. 
Auf Grund dieser Befunde ist ein Ubergang des Acetols in Methyl- 
glyoxal bzw. Glykogen im Organismus kaum anzunehmen. 
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Experimenteller Teil. 


A. Versuchsanordnung. Uber Versuchsmaterial, Versuchsanordnung 
und Behandlung der Kontrolltiere vgl. den Abschnitt Versuchsanordnung 
unserer III. Mitteilung: Die Umwandlung der Acetessigsiure durch Methyl- 
glyoxal®); zur Verfiitterung gelangte nur frisch bereitetes Acetol, welches 
nach den Angaben von Nef’) dargestellt worden war. 


B. Methodik. Die Bestimmung des Acetols im Blut neben 
Glucose fiihrten wir mit dem Phosphor—Molybdinsiurereagens 
nach Folin) in 2 cem des Folin-Wu-Blutfiltrates durch. 

Verdiinnte Acetollésungen geben beim Erhitzen mit diesem 
Reagens eine Blaufiirbung, die bei Zusatz von KMnO, verschwindet; 
die Ausarbeitung der Methodik mit Lésungen bekannter Stirke 
erfolgte genau so wie beim Methylglyoxal'); bei Kinschaltung der 
gleichen Versuchsbedingungen entsprechen bei 15 Minuten langem 
Erhitzen 1 mg Acetol 4,40 ccm n/100-KMnO,; die Anwesenheit 
von Glucose beeinfluBt die Bestimmung des Acetols mit dem 
Phosphor—Molybdiinsiurereagens nicht. 

Die Gesamtreduktion im Blut bestimmten wir wieder nach 
Folin) colorimetrisch; hierbei reduzierten 100 mg Acetol so stark 
wie 45 mg Glucose. Die Berechnung des Blutzuckers erfolgte in 
der Weise, daB der auf titrimetrischem Wege ermittelte Gehalt 
des Blutes an Acetol, ausgedriickt in Milligramm-Prozent, nach 
der Gleichung: 100 mg-°/, Acetol = 44 mg-°/, Glucose auf Milli- 
gramm-Prozent Glucose umgerechnet und von der Gesamtreduktion 
abgezogen wurde. 

Die Bestimmung des Leberglykogens und des nicht resorbierten Acetols 
im Magen nnd Darm geschah analog den Angaben beim Methylglyoxal'); 
desgleichen die Analyse des Harns in der Vor- und Versuchsperiode; Alkali- 
reserve nach van Slyke‘); das Blutplasma wurde vor der Bestimmung mit 
Alveolarluft ins Gleichgewicht gebracht. 

C. Tierversuche. Fiir die Fiitterungsversuche mit Acetol ver- 
wendeten wir junge weibliche Ratten, welche 24 Stunden gehungert 
hatten; mit Riicksicht auf eine eventuelle intermediiire Bildung 
des toxisch wirkenden Methylglyoxals haben wir zum GroBteil 
scheckige Ratten in die Versuche eingestellt, da dieselben viel 
widerstandsfiihiger sind als weibe Ratten.’) 

Die anschlieBende Tabelle gibt die Versuche wieder; der 
Glykogengehalt der Leber betrug bei elf weiblichen Kontrolltieren 
0,040 g-°/, pro 100 ¢ Leber, die Alkalireserve (bei sieben Tieren 
bestimmt) 57,7 cem COQ,. 
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Tabelle I. 


Leberglykogen, Alkalireserve und Blutzucker 3 Stunden nach Verfiitterung 
von Acetol an hungernde weibliche Ratten. (Kontrolltiere: Leberglykogen 
0,040 g-°/, pro 100 g Leber; Alkalireserve 57,7 cem CO,.) 
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D. Diskussion der Versuche. 0,1—0,2 g Acetol pro 100 ¢g 
Koérpergewicht bewirkten bei hungernden weiblichen Ratten 
3 Stunden nach der Fiitterung keine wesentlichen Veriinderungen 
im Leberglykogen und in der Alkalireserve; der Glykogengehalt 
der Leber war gegeniiber den Kontrolltieren nur ganz schwach 
erhéht (+ 0,026 g-°/, pro 100 g Leber); die Alkalireserve zeigte 
eine Erniedrigung um zwei Punkte (von 57,7 auf 55,6); der Blut- 
zucker blieb im allgemeinen unveriindert; ein stiirkerer Anstieg 
desselben konnte erst nach Verfiitterung von 0,2 g pro 100 ¢g 
Kérpergewicht beobachtet werden (Ratten Nr. 5 und 6); die hohe 
Konzentration des Acetols im Blut neben Glucose (98—225 mg-°/,) 
deutete auf eine geringe Verwertbarkeit desselben im Organismus 
hin; pathologische Harnbestandteile wurden wiihrend der Versuchs- 
periode nicht ausgeschieden. 


Zusammenfassung. 
Die Verfiitterung von 0,1—0,2 g Acetol pro 100 g Kérper- 
gewicht bewirkte bei hungernden Ratten im Gegensatz zu Methyl- 
glyoxal keine wesentliche Veriinderung des Leberglykogens, der 
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Alkalireserve und des Blutzuckers; das Acetol war im Blut neben 
Glucose in hoher Konzentration nachweisbar (98—225 mg-°/,); ein 
Ubergang von Acetol in Methylglyoxal scheint im Organismus nicht | 
zu ertolgen. | 

Ks wurde eine titrimetrische Methode zur Bestimmung des 
Acetols mit dem Phosphor—Molybdiinsiiurereagens nach Folin 
beschrieben. 
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Die Umwandlung der Acetessigsiure durch Methylglyoxal. 
[V. Mitteilung. 
Muskelglykogen, Alkalireserve und Blutzucker nach Ketolfiitterung. 


Von 


R. Stéhr und M. Henze. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. August 1932.) 


In unsrer letzten Mitteilung’) konnten wir zeigen, dab das 
»Ketol* C,H,,O, (8-Oxyacetonylaceton, erhalten aus Methylglyoxal 
und Acetessigsiure), in dem wir ein Zwischenprodukt bei der Um- 
wandlung von Fett in Kohlehydrat vermuten, ein Glykogenbildner 
ist. Wie man aus in vitro Versuchen ersehen konnte,”) diirfte 
die Umwandlung des Ketols in Glykogen iiber Methylglyoxal bzw. 
Brenztraubensiiure erfolgen*); dafiir sprach vor allem die T'atsache, 
daB Methylglyoxal und Ketol sehr ahnliche klinische Erscheinungen 
hervorriefen und bei Uberdosierung Glykogen mobilisierten. Unser 
Bestreben war es nun, durch Auffinden weiterer Analogien diese 
Ansicht noch mehr zu begriinden; zu diesem Zwecke untersuchten 
wir das Verhalten des Muskelglykogens, der Alkalireserve und 
des Blutzuckers nach Ketolfiitterung und verglichen unsere Beob- 
achtungen mit jenen Veriinderungen, die wir hierbei nach Methyl- 
glyoxalgaben gefunden hatten.**) 

A. Muskelglykogen. An anderer Stelle konnten wir mitteilen,*) 
daB Methylglyoxal zwar ein Glykogenbildner in der Leber ist, 
Muskelglykogen hingegen unveriindert laBt; dieselbe Beobachtung 
machten wir auch nach Verfiitterung von Ketol; wiihrend der 
3stiindigen Versuchsdauer kam es zu keiner Verinderung im Muskel- 
glykogen; wir hatten zwei Versuchsreihen aufgestellt und die ge- 
gebene Ketolmenge so dosiert, daB wir das eine Mal Glykogen- 
bildung in der Leber erzieiten (resorbierte Menge: bis 120 mg), 
das andere Mal hingegen dieselbe durch schwache Uberdosierung 
verhinderten (resorbierte Menge: iiber 120 mg); in beiden Fiillen 
blieb der Glykogengehalt im Muskel unverindert; das Ketol ver- 
hielt sich demnach dem Methylglyoxal vollstiindig gleich. 


*) Da8B Methylglyoxal und Brenztraubensiiure bei sachgemiiBer Ver- 
abreichung Glykogenbildner sind, war von uns bereits festgestellt worden.®) 
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B. Alkalireserve. Auch im Verhalten der Alkalireserve fanden 
wir nach Ketolfiitterung eine grofe Ubereinstimmung mit den 
Beobachtungen, welche wir pach Verabreichung von Methylglyoxal 
gemacht hatten); in beiden Versuchsreihen war die Alkalireserve 
nach Ablauf der 3-stiindigen Versuchsdauer deutlich vermindert; 
noch tieferes Absinken beobachteten wir bei 4 Tieren, welche wir 
schon eineinhalb Stunden nach der Fiitterung getétet hatten. Diese 
Befunde sprechen sehr dafiir, daB die Bildung von Glykogen aus 
Ketol, genau so wie aus Methylglyoxal, zu einer intermediiren 
Siiuerung im Organismus fiihrt, welche sich in einer Erniedrigung 
der Alkalireserve auswirkt; der Abfall derselben war nach Ketol- 
gaben nicht so stark ausgepriigt wie nach Methylglyoxalzufuhr; 
dies ist aber verstiindlich, wenn man bedenkt, daB Methylglyoxal 
aus Ketol im Organismus erst sekundir auf oxydativem Weg ent- 
stehen mu, wiihrend im anderen Falle der Organismus mit Methyl- 
glyoxal direkt iiberschwemmt wird. 

C. Blutzucker. Bei unseren Untersuchungen iiber das Verhalten 
des Blutzuckers nach Methylglyoxalgaben*) konnten wir einen 
Anstieg desselben feststellen; wir fiihrten diese Erhéhung im 
Gegensatz zu Schneider und Widmann) nicht auf eine Glykogen- 
ausschiittung von neugebildetem Glykogen zuriick, sondern wir 
glauben vielmehr den Beweis erbracht zu haben, daB dieselbe ledig- 
lich auf einer Glykogenmobilisierung durch zu starke Siiurewirkung 
(Milchsiiure) beruht. Beziiglich des Ketols schlossen wir daher, 
daB Veriinderungen des Blutzuckerspiegels in erster Linie von 
der Menge des intermediir gebildeten Methylglyoxals, seiner An- 
sammlung im Organismus und der Geschwindigkeit seines Auf- 
baues zu Glykogen abhingen miiBten; wir waren daher bestrebt, 
solche Versuchsbedingungen auszuwihlen und einzuhalten, die nach 
Méglichkeit sowohl eine zu weit gehende Glykogenmobilisierung 
als auch eine zu starke Siuerung des Organismus verhindern 
sollten; das erstere suchten wir durch Verwendung von jungen 
weiblichen Ratten zu erreichen, welche nach 24stiindigem Hungern 
eine viel gréBere Glykogenabnahme in der Leber aufweisen als 
miinnliche Tiere (vgl. dazu die anschlieBende Arbeit); damit wollten 
wir bezwecken, daB die Leber, die nur wenig Glykogen enthalten 
konnte, letzteres bei einer voriibergehenden Ubersiuerung nur in 
bescheidenem Mae zu mobilisieren vermochte; um die Gefahr 
einer zu starken Ubersiiuerung zu verhindern, verfiitterten wir 
niemals mehr als 120 mg Ketol, da nach Resorption von héheren 
Ketoldosen keine Glykogenbildung mehr eintritt. 
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Durch Einhaltung dieser VorsichtsmaBregeln hofften wir eine 
Erhéhung des Blutzuckers auf Grund einer Siiurewirkung nach 
Méglichkeit ausgeschaltet zu haben; denn uns interessierte vor 
allem die Frage, ob das Ketol im Organismus nicht vielleicht 
auch direkt in Glucose iibergehen und so den Blutzucker er- 
héhen kénnte. Wenn auch ein solcher Reaktionsverlauf mit Riick- 
sicht auf die chemische Konstitution des Ketols kaum in Betracht 
kam, so muBte er doch immerhin in Erwiigung gezogen werden; 
wir glauben jedoch auf Grund unserer Versuchsergebnisse einen 
direkten Ubergang des Ketols in Glucose ausschlieBen zu kénnen; 
denn bei Einhaltung der oben erwihnten VorsichtsmaBregeln 
konnten wir nach 1, 2, 3 und 4 Stunden keine Veriinderung im 
Blutzucker konstatieren; wir fanden eine solche nur nach einer 
halben Stunde (+ 27 mg-°/,); man kénnte nun die Ansicht ver- 
treten, daB zu diesem Z Zeitpunkt vielleicht ein direkter Ubergang 
in Glucose erfolgt wiire; dagegen spricht aber sehr, daB die Re- 
sorption des Ketols auch nach 1 bzw. 2 Stunden noch ziemlich 
unvermindert angehalten hat ohne sich in einer Erhéhung des 
Blutzuckers auszuwirken; es diirfte demnach den tatsiichlichen 
Verhiltnissen am besten die Annahme entsprechen, daB die erste 
kurzdauernde Erhéhung des Blutzuckers auf einer momentanen 
stoBartigen Methylglyoxalbildung beruht, iiber die der Organismus 
mit Riicksicht auf die von uns gewihlten Versuchsbedingungen 
im weiteren Verlaufe des Versuches leichter Herr geworden ist. 
Unseres Erachtens darf somit das Ausbleiben einer Erhéhung 
des Blutzuckers nach 1, 2, 3 oder 4 Stunden nicht als Gegen- 
argument fiir das intermediiire Entstehen von Methylglyoxal ge- 
wertet werden, sondern wir sehen darin lediglich den Ausdruck, 
da8 der Organismus infolge richtiger Dosierung imstande war, 
die mutmaBlichen Zwischenprodukte des Ketols, das Methylglyoxal 
bzw. die Brenztraubensdiure, unter giinstigen Bedingungen zu 
Glykogen aufzubauen; die Siuerung wurde dadurch niemals so 
stark, daB sie zu einer merklichen Glykogenmobilisierung fiihren 


konnte. 


Wenn wir bei unseren friiheren Versuchen'’) an miinnlichen Ratten im 
allgemeinen nach 3 Stunden noch eine Erhéhung des Blutzuckers um 12,5 
bis 29 mg-°/, gegeniiber dem Ausgangswert festgestellt haben, so vermuten 
wir die Ursache darin, daB miinnliche Ratten scheinbar das Ketol im Organis- 
mus rascher zu Methylglyoxal oxydieren und zu Glykogen umwandeln als 
weibliche Tiere; dafiir spricht, daB das Blut bei einem GroBteil der seiner- 
zeit untersuchten minnlichen Versuchstiere ketolfrei war, obwohl dieselben 
mehr Ketol erhalten hatten (bis 160 mg!) als die weiblichen Ratten in der 
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vorliegenden Mitteilung, bei denen dies nicht der Fall war; eine raschere 
Umwandlung des Ketols in Methylglyoxal mu8 aber naturgemiB mit einer 
stirkeren und vielleicht auch linger andauernden Ubersiiuerung im Organis- 
mus verbunden sein, welche gemeinsam mit dem gréBeren Glykogengehalt 
der Leber ménnlicher Tiere zu einer linger nachwirkenden Erhéhung des 
Blutzuckerspiegels fiihren kann; schlieBlich méchten wir noch erwihnen, 
daB Ratten auf gleiche Methylglyoxaldosen sehr verschieden reagieren 
kénnen‘), womit sich fiir das Verhalten des Blutzuckers nach Verabreichung 
von Ketol ebenfalls individuelle Schwankungen ergeben. 


Zugleich mit dem Blutzucker bestimmten wir bei einzelnen 
Tiergruppen auch das Leberglykogen; dasselbe war nach der ersten 
halben Stunde noch wenig erhéht; dagegen konnten wir nach 
3 Stunden bei unveriindertem Blutzucker einen starken Anstieg des- 
selben verzeichnen; die Konzentration des Ketols im Blut nahm 
bei zunehmender Versuchsdauer regelmiifig ab. Zusammenfassend 
liBt sich sagen, daB das Ketol als solches keinen direkten EinfluB 
auf den Blutzucker hat; eine voriibergehende Krhéhung desselben 
diirfte lediglich auf eine intermediiire Bildung von Methylglyoxal 
und dadurch bedingte Glykogenausschiittung durch Siurewirkung 
(Milchsiure) zuriickzufiihren sein; bei richtiger Dosierung und 
Einhaltung geeigneter Versuchsbedingungen kann dieselbe weit- 
gehend vermieden werden. 


Experimenteller Teil. 


A. Versuchsanordnung und Methodik. Uber Versuchsanordnung, 
Versuchsmaterial und Behandlung der Kontrolltiere vgl. den Abschnitt: Ver- 
suchsanordnung unserer III. Mitteilung'); daselbst finden sich auch die An- 
gaben iiber die Berechnung des Blutzuckers aus der Gesamtreduktion sowie 
iiber die Bestimmung des Ketols im Blut und im Magen-Darmtrakt; die 
einzige Abweichung von der Versuchsanordnung bestand darin, daB8 wir 
die Tiere statt 82 Stunden nur 24 Stunden hungern lieBen; beziiglich der 
Bestimmung der Alkalireserve®) und des Muskelglykogens‘) vgl. die beiden 
voranstehenden Mitteilungen tiber die Triosen. 

B. Tierversuche. Die Untersuchungen iiber das Verhalten des 
Muskelglykogens und der Alkalireserve 3 Stunden nach der Ketol- 
fiitterung wurden durchwegs an jungen miinnlichen Ratten durch- 
gefiihrt, welche in 2 Gruppen eingeteilt waren; die eine Gruppe 
belasteten wir mit solchen Ketolmengen, die zu einem Glykogen- 
ansatz in der Leber fiihrten (resorbierte Ketolmenge: bis 120 mg); in 
der zweiten gaben wir etwas mehr, so daf die Glykogenbildung in 
der Leber ausblieb (Tab. I); weiter bestimmten wir bei 4 Tieren 
die Alkalireserve schon nach 1?/, Stunden; diese Resultate sind 


in der Tab. II zusammengestellt. 
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Das Verhalten des Blutzuckers studierten wir aus den ein- 
gangs erwiihnten Griinden an jungen weiblichen Ratten, die 
24 Stunden gefastet hatten; mehrere Tiere wurden jedesmal zu 
einer Gruppe vereinigt und die Hihe des Blutzuckers zu Beginn 
des Experimentes festgestellt; +/,, 1, 2, 3 oder 4 Stunden 
nach der Fiitterung titeten wir sie, bestimmten abermals den 
Blutzucker und bei 2 Tiergruppen auch das Leberglykogen, um 
einen Einblick zu bekommen, wie weit zu diesen Zeiten der 
Glykogenansatz in der Leber vorgeschritten war; der Blutzucker 
wurde nach unseren friiheren Angaben aus der Gesamtreduktion 
durch Abzug der auf das Ketol entfallenden Reduktion berechnet'); 
weiter bestimmten wir das nichtresorbierte Ketol im Magen und 
Darm*), sowie seine Konzentration im Blut neben Glucose; die 
Versuchsergebnisse sind in Tab. III zusammengestellt. 

Der Glykogengehalt im Muskel betrug bei 8 jungen miinn- 
lichen Kontrolltieren im Mittel 0,122 g-°/, pro 100 g_,,Kérper- 
gewicht“; unter ,,Kérpergewicht* verstanden wir das Gewicht des 
getéteten Tieres nach dem Entbluten und nach der Entfernung 
des Magen-Darmtraktes; letzteres geschah mit Riicksicht auf die 
Versuchstiere, bei denen im Magen und Darm das nichtresorbierte 
Ketol bestimmt wurde; der von uns gefundene Wert fiir das 
Muskelglykogen stimmte mit den von Cori’) angegebenen Zahlen 
gut iiberein (0,132 und 0,128 g-°/,); die Alkalireserve ergab bei 
7 Tieren 59,5 com CO,, das Leberglykogen 0,171 g-°/, pro 100 g 
Leber; bei der Bestimmung des Leberglykogens von 8 weiblichen 
Kontrolltieren fanden wir 0,016 g-°/,. 

Die anschlieBenden Tab. I, II und III geben die Versuche 
wieder. 

C. Diskussion der Versuche. 1. Muskelglykogen: Aus der 
Tab. I ist ersichtlich, da8 die Verfiitterung von Ketol an hungernde 
minnliche Ratten in 2 von uns angestellten Versuchsreihen den 
Glykogengehalt im Muskel nach 3 Stunden nicht verindert hat; 
derselbe betrug bei den Tieren mit Glykogenansatz in der Leber 
0,120 g-°/, pro 100 g Kérpergewicht (Ratten Nr. 1—6; resorbierte 
Ketolmenge: bis 120 mg), und bei den Tieren ohne Glykogen- 
vermehrung 0,118 g-°/, (Ratten Nr. 7—15; wurden mit Ketol 
schwach iiberbelastet); diese Durchschnittswerte stimmen mit dem 
der Kontrolltiere yon 0,122 g-°/, praktisch vollstindig iiberein; 


*) Wir méchten an dieser Stelle Herrn Mag. pharm. M. Egger unseren 
herzlichsten Dank fiir seine Mithilfe bei der Aufarbeitung des Magen-Darm- 
traktes aussprechen. 
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Tabelle I. 
Muskelglykogen, Alkalireserve und Leberglykogen bei hungernden 
miannlichen Ratten 3 Stunden nach der Ketolfiitterung. 
(Kontrolltiere: Muskelglykogen 0,122 g-°/, pro 100 g Kérpergewicht*), 
Alkalireserve 59,5 ccm pro 100 ccm Plasma, 
Leberglykogen 0,171 g-°/, pro 100 g Leber.) 
Vorperiode Versuchsperiode 
A vet - --se | er pees 
lag &| 2 Ketol | eSig £12] 
ele la@e = i mee icwd 3s EC 
SIZ FSi fe | Sle | wo | wo (Boel BE] Ss 
= Pin a =} o H wo == 9) 6 | 2g | Anmerkungen 
Bloisge! a S [$3 | 2 | po PLP P| a 
AZAlolgd! & = | = MH B | ff 
2/2, M18) 8 Se 8" s | = 
ail © > | AB i) | 
g | g mg-/o} mg | mg g-% | g-/o | g | com 
ss = ———— —— — — - — _ aac aan ——- 
1/11 153 17. 85 | 150 95 0,654 | 0,147 | 131 | 54,8 om 
2112) 159 16 84 160 , 118 | 0,583 | 0,083 | 137 | 52,8 We Auk 
3113 | 177 13 73 100 80) (0,222) 0,127 | 153 | 55,7 | | pinata 
4/14 155 19 98 100 94 0,587 0,122 | 134 | 51,9 ctelmeen 
5] 25/138 15 86 | 120 100 | 0,515 0,123 114 55,8 |] po roy ne 
6] 26 151 19 93 | 120) 110 0,319 0,120 | 125 | 57,7, ie 
Mittel: 0,480 0,120 | 54,8 
7 9 168 14 71 170 | 137 | 0,311 | 0,119 | 145 | 55,7 
8 | 10, 156 16 82 160 | 155 = 0,205 | 0,113 | 134 | 54,8 
9] 27 141 12. 86 | 280 | 220 0,186 | 0,110 | 116 | 54,9 Ratten 
10 | 28 136 12 92 270 | 200 +0098 | 0,130 | 110 | 53,9 Nr. 7—15: 
11 | 30 149 14 , 96 | 300 | 186 | 0,370 | 0,121 | 123 | 50,9 resorbierte 
12] 31 | 140) 16 80 280 225 | 0,247 | 0,143 | 115 | 55,7 Ketolmenge 
13] 42 140 19 85 | 280. 250 | 0,277 | 0,105 | 116 | 56,7 | uber 120 mg 
14/43 145 16 89 | 290 190 0,162 | 0,111 | 122 | 52,8 
15 | 44 161 15 91 | 320 , 230 | 0,019 | 0,107 | 136 | 54,8 | 
Mittel: 0,208 0,118 | —«(64,5 











*) Korpergewicht = Gewicht des entbluteten Tieres nach Entfernung 
des Magens und Darmes. 


daraus ergibt sich, daB das Ketol bei richtiger Dosierung, aihnlich 
wie das Methylglyoxal, nur zur Glykogenbildung in der Leber 
befiihigt ist; auch schwache Uberdosierung ist auf das Muskel- 
glykogen ohne EinfluB; in den Lebern der Ratten Nr. 1—6 fanden 
wir einen starken Glykogenanstieg (0,480 g-°/, pro 100 g Leber 
gegeniiber 0,171 g-°/, bei den Kontrolltieren); derselbe unterblieb 
nach der Verfiitterung gréBerer Ketolmengen (Ratten Nr. 7—15: 
0,208 g-°/,); wir hatten dadurch Gelegenheit, unsere friiheren An- 
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Tabelle II. 


Alkalireserve bei hungernden mannlichen Ratten 1'/, Stunden 
nach der Ketolfiitterung- 


(Kontrolltiere: Alkalireserve 59,5 ccm pro 100 ccm Plasma.) 


























Vorperiode Versuchsperiode 
| Gewicht | Ge- | Ketol | 
Nr, | Proto-| nach | whine Versuchs- | | Alkali- 
4 | a verlust | [9% | verfiittert resorbiert| T8°r¥® 
INT. | 
; wa 1:38 = g | Stdn. mg | mg | cem 
l 33. | «(114 12 1'/, 400 275 55,6 
2 34 | 104 1] 14/, 400 | 200 52,7 
3 35 | 106 15 ]!/, 400 | 245 53,7 
4 36 | 110 | 1b l/, 400 225. | ~——2,7 
Mittel: 53,7 


gaben beziiglich des Leberglykogens nochmals zu iiberpriifen und 
konnten sie vollinhaltlich bestatigen. 

2, Alkalireserve: Die Alkalireserve war bei beiden Versuchs- 
reihen gleichmiéBig erniedrigt (Tab. I); wir fanden im Durchschnitt 
54,8 bzw. 54,4 com CO, pro 100 ccm Plasma; das bedeutet im 
Vergleich zu den Kontrolltieren eine Verminderung des Alkali- 
bindungsvermégens um etwa 5ccm CO,; bei beiden Versuchsreihen 
waren die gefundenen Werte der Alkalireserve gleich hoch; die 
Tiere der 2. Versuchsgruppe miissen daher zu dieser Zeit eine 
eventuelle stiirkere Ubersiiuerung, bedingt durch die erhiéhte Re- 
sorption, schon iiberwunden haben; fiir eine Erholung der Alkali- 
reserve nach 3 Stunden sprechen auch die Zahlen der Tab. LI, 
in der die Werte fiir die Alkalireserve 11/, Stunden nach der 
Fiitterung von Ketol enthalten sind; sie betrugen im Durchschnitt 
53,7 com CO,. Auf Grund der Erniedrigung der Alkalireserve 
im Blute schlieBen wir, daB die Umwandlung des Ketols in Gly- 
kogen im Organismus, genau so wie beim Methylglyoxal, iiber 
eine intermediiire Siurestufe fiihrt. 

3. Blutzucker. Die Ergebnisse der Untersuchungen iiber 
das Verhalten des Blutzuckers nach Ketolfiitterung an junge weib- 
liche Ratten sind in der Tab. III zusammengestellt; dieselben 
lassen einen Anstieg des Blutzuckers nur in der ersten halben 
Stunde erkennen; die Ursache hierfiir haben wir schon im all- 
gemeinen Teil niher erédrtert, desgleichen auch die SchluBfolge- 
rungen, die sich daraus ergeben. Es soll jetzt nur mehr versucht 
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Tabelle III. 
Blutzucker und Leberglykogen bei hungernden weiblichen Ratten j 
nach der Ketolfiitterung. 3 
(Kontrolltiere: Leberglykogen 0,016 g-°/, pro 100 g Leber.) : 
Vorperiode Versuchsperiode 
| > | Ketol i | be 
EF | 2 | a | | » | go 
ele (s2l2| ¢ | 2/7 » |\oekla | 88 
als aslo] S| a ifai™ o 
=| A | > | rS) oO | ~ ~ rS) = a -< 
S12 ige™|2/] 8/41 gs 5 P |Bs| &§ | &» 
sic if#:/58/ 8 13! $s ‘2 § |ef8s| 7 | Pe | 
Zl\Si¢sl8)/ 5B 12] & | |B | BES | ge | 
° & n| | a C | 5 | f Fe | E Fe 2 c © 
| | | | | 
18 | s jmetfo|sta. mg | me (mee mae met) 
1 {60 | 153| 14) 105 }2/,/ 120 50 120 | +15 | 36 0,033 
2] 61 | 149 12) 100 |2/,; 120 | — 110 +10 47 | 0,010 
3162 | 156) 14 100 }4/, | 120 60 105 +65 | 44 | 0,028 
4166| 130/15) 93 |4/,) 120 | 70 143 +50 36 | 0,042 
5] 69/113} 9) 93 | 4/.| 120 75 | 150 +57 | 40 | 0,080. 
| | | Mittel: 64 427 | 41 | 0,039 
} | 
6 | 54 | 144) 12 | 105 | 1 | 120 70 | 111 | + 6 | 36 
7|55|155/)13) 99 | 1 | 120 76 | 1022 |+ 3 | 28 
g|56/ 131/12) 100] 1 |) 120 | 8 | 92|—8 | 36_ ) 
| Mittel: 77 | 0 3 
9] 57| 152/13! 97] 2) 120 | 10 | 88 |—9 | 20) | 
10 | 58 | 147 | 9 | 100 | 2 | 120 | 120 91 |—9 | 28 | 
11 | 59 | 130 | 14/| 107 | 2 | 120 | 115 | 123 | +16 | 20 | 
| } | _ Mittel: 115 -ai18 
12163 | 134/10! 9713 | 120 | 90 | 95 | —2 | 14 | 0,180 
13 | 64) 131; 9) 95 | 3 | 120 80 91> —4 1! 16 | 0,014 
14/65 | 128) 12) 109 | 3 | 120 | 115 | 113 | + 4 | 16 | 1,158 
} | | Mittel: 95 1—1 | 1 | 0,451 
| | 
15 | 67' 122/11}; 95 | 4; 120 | 100 | 96 | +1 5 
16] 68 117/10) 93 | 4 | 120 | 110 | 107 | +14 | 5) 
| | Mittel: 105 +2] 8] 








werden, eine Beziehung herzustellen zwischen resorbierter Ketol- 


menge, Glykogenansatz in der Leber, Ketolgehalt im Blut und 
dem Blutzucker; dazu scheinen uns die diesbeziiglichen Zahlen 
eine halbe Stunde nach der Ketolfiitterung 


in 


geeignet zu sein. 
Ihnen zufolge finden wir den stirksten Glykogenansatz bei 
den Tieren, die relativ am meisten resorbiert haben und im Blute 


der Tab. Ill 
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den niedrigsten Ketolspiegel aufweisen (Tab. Il], Ratten Nr. 4 
und 5); dies spricht fiir eine rasche Umwandlung des Ketols in 
Glykogen; nun haben diese Tiere aber auch die relativ héchsten 
Blutzuckerwerte; diese Anstiege des Blutzuckers kénnen unseres 
Erachtens nur so erklirt werden, dai die oxydative Spaltung des 
Ketols in Methylglyoxal bzw. in Brenztraubensiiure anfiinglich 
auch von einer starken Siiuerung (Milchsiiure) begleitet war, welche 
Glykogen mobilisierend und dadurch Blutzucker erhéhend gewirkt 
hatte, bevor es noch zu einer Glykogensynthese aus den Spalt- 
produkten des Ketols gekommen war; hohe Blutzuckerwerte und 
weit vorgeschrittener Glykogenansatz in der Leber schlieBen sich 
demnach gegenseitig nicht aus, sondern sind, wie wir annehmen 
miissen, miteinander ursiichlich verkniipft. Dies gilt selbstver- 
stiindlich nur fiir Belastungen mit geringen Ketelmengen; bei 
héheren Dosen kann die Siiuerung so stark werden, dab es iiber- 
haupt zu keinem Glykogenansatz in der Leber kommt (Tab. 1, 
Ratten Nr. 7—15), ja sogar Glykogenschwund zu verzeichnen ist 
(vgl. ILI. Mitteilung).') Die Veriinderungen im Blutzucker und im 
Leberglykogen nach der Ketolfiitterung sind demnach der sicht- 
bare Ausdruck fiir den Ablauf zweier Reaktionen, die im entgegen- 
gesetzten Sinne wirken und um die Vorherrschaft ringen; so steht 
der Glykogenmobilisierung und Blutzuckererhéhung, bedingt durch 
die Siurewirkung der oxydativ entstandenen Zwischenprodukte 
des Ketols, die Glykogenbildung aus eben diesen Spaltprodukten 
gegeniiber; welche von den beiden die dominierende ist, hiingt 
von der verfiitterten Ketolmenge, den Versuchsbedingungen und 
zum Teil auch von individuellen Faktoren der Versuchstiere ab. 


Beziiglich der Resorption des Ketols méchten wir erwiihnen, 
daB von den verfiitterten 120 mg die Hilfte (64 mg) in der ersten 
halben Stunde resorbiert worden ist; die Konzentration des Ketols 
im Blut nahm mit zunehmender Versuchsde~er regelmibig ab 
(41 mg-°/, nach einhalbstiindiger Resorption gegeniiber 5 mg-°/, 
4 Stunden nach der Fiitterung). 


Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Mitteilung wurde iiber das Verhalten 
des Muskelglykogens, der Alkalireserve und des Blutzuckers nach 
der Verfiitterung von Ketol C,H,,0,, dem mutmaBlichen Zwischen- 
produkt bei der Umwandlung von Fett in Kohlehydrat, an 
hungernde Ratten berichtet. 
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Hierbei ergab sich eine weitgehende Ubereinstimmung mit 
den Versuchsergebnissen, welche wir unter analogen Bedingungen 
nach Methylglyoxalgaben beobachtet hatten; dadurch scheint die 
Annahme einer intermediairen Bildung von Methylglyoxal bei der 
Umwandlung von Ketol zu Glykogen im Verein mit den friiheren 
Befunden noch mehr begriindet. 

Das Ketol lieB, genau so wie das Methylglyoxal, den Glykogen- 
gehalt im Muskel unveriindert und setzte die Alkalireserve im 
Blut herab; ein direkter EinfluB des Ketols auf den Blutzucker- 
spiegel kann auf Grund unserer Versuchsergebnisse nicht an- 
genommen werden; die anfingliche voriibergehende Erhéhung des 
Blutzuckers ist sekundirer Natur und Jat sich unseres Erachtens 
durch eine intermediire Bildung von Methylglyoxal und dadurch 
bedingte Glykogenmobilisierung durch Siurewirkung (Milchsiure) 
erkliren; dieselbe kann bei richtiger Dosierung und Einhaltung 
geeigneter Versuchsbedingungen weitgehend vermieden werden. 

Die Vermehrung des Leberglykogens durch Ketol konnten 
wir neuerlich bestitigen. 
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